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Aus dem Botanischen Institut der Universitat Rostock 


DIE ENZYMATISCHE AUXINBILDUNG AUS TRYPTOPHAN 
UNTER EINFLUSS EINES NATIVEN INHIBITORS* 


Von 
EIkE LiBBERT 


(Eingegangen am 12. September 1960) 


Einleitung 

Die in der Pflanze vorhandene Menge des Auxins Indol-3-essigsäure 
(IES) ist für viele Wachstums- und Entwicklungsvorgänge von groBer 
Bedeutung. Sie wird durch TES-bildende und IES-oxydierende Enzym- 
systeme mitbestimmt. Alle natiirlichen Faktoren, die diese Enzym- 
systeme beeinflussen, kénnen für die Pflanze wichtig sein. Bei Erbsen- 
pflanzen gehôrt dazu ein Inhibitor, der sich in der neutralen Fraktion 
ätherischer Extrakte befindet, und der, ohne die IES-Oxydase zu be- 
einflussen, in vitro das IES-bildende Enzymsystem hemmt (LIBBERT 
1958). Wegen der bereits festgestellten physiologischen Rolle von Hemm- 
stoffen derselben ätherischen Fraktion (LiBBERT 1955, 1957, 1959) unter- 
suche ich jetzt den Einfluß des Inhibitors auf das IES-bildende Enzym- 
system näher. 

Hinweise auf physiologische Bedeutungen nativer Enzyminhibitoren 
sind bereits vorhanden, z.B. für einen Inhibitor der IES-Oxydase 
(z. B. GALSTON). Keimungshemmstoffe aus Samenschalen können In- 
hibitoren von Peroxydasen und Phenoloxydasen (SIEGEL) oder von 
Amylase (Erziort und LeoroLp; Köves) sein. Der inhibitorhaltige 
Extrakt, über dessen Wirkung ich hier berichten werde, enthält Sub- 
stanzen, die bei Adventivwurzelbildung, Wurzelwachstum, Apikal- 
dominanz und Ruhe eine Funktion haben (Lippert, |. ce.) und hemmt 
außer der IES-Bildung auch die Amylase (Lippert 1959; dort auch 
weitere Angaben über Funktionen verschiedener Inhibitoren). Hin- 
weise auf einen nativen Inhibitor der IES-Bildung bei Helianthus fanden 
schon HENDERSON und BONNER. 

Pflanzen oder pflanzliche Enzympräparate setzen Tryptophan zu 
IES um. Obwohl das kein definitiver Beweis ist, sieht man Tryptophan 
als Ausgangsmaterial der IES-Bildung in der Pflanze an. Die Literatur 
wurde von LARSEN (1951) und Gorpon (1954, 1956) besprochen; einige 
neuere Befunde: v. ABRAMS; TonziG und Trezzı; Lunp; Konisxr; 
DANNENBURG und LIVERMAN; MELCHIOR (1958). Zwei Reaktionswege 





* Herrn Prof. Dr. Dr. h. c. HERMANN VON GUTTENBERG in Verehrung zum 
80. Geburtstag. 
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vom Tryptophan zur IES werden diskutiert (s. GORDON 1956): 1. durch 
oxydative Desaminierung oder wahrscheinlicher durch Transaminierung 
(Gorpon) zur Indol-3-brenztraubensäure (IBrS) und von dort durch 
oxydative Decarboxylierung zur IES, mit Indol-3-acetaldehyd (IAc) als 
môglichem Intermediat zwischen Decarboxylierung und Oxydation; 
2. durch Decarboxylierung des Tryptophans zum Tryptamin, von dort 
durch eine desaminierende Monoaminoxydase zum IAc und durch 
Oxydation zur IES. Weder Tryptamin noch IBrS sind bei höheren 
Pflanzen als Zwischenprodukte sichergestellt, [Ac durch GoRDoN (1956) 
wenigstens wahrscheinlich gemacht. Daran mag die Labilität von IBrS 
und IAc mitschuldig sein. Nach Gorpon (1956), ANDREAE (1959) sowie 
DANNENBURG und LivERMAN ist bei höheren Pflanzen der Weg über 
IBrS wahrscheinlicher als der über Tryptamin. Nach Crapy und WoLr 
führt bei Microorganismen der Weg über Tryptamin; andererseits ist 
bei Agrobacterium tumefaciens als einzigem Organismus nach Trypto- 
phanfütterung das Auftreten von IBrS sehr wahrscheinlich gemacht 
(Kaper und VELDSTRA), während Tryptamin fehlt. Auch bei Tieren 
scheint es beide Wege der IES-Bildung aus Tryptophan zu geben 
(WEISSBACH et al.), wobei der Weg über Tryptamin ein Nebenweg 
sein soll. 

Anlaß zu Zweifeln an der Bedeutung der IES-Bildung aus Trypto- 
phan gaben mehrfach die geringen IES-Ausbeuten (Literatur: BENTLEY). 
Den höchsten Umsatz (2—3%) erhielt Lippert (1960). Die Haupt- 
menge des inkubierten Tryptophans wird nicht für andere Reaktionen 
verbraucht, sondern ist nach Versuchsende nachweisbar (HENDERSON 
und Bonner); das gilt auch für die vorliegende Untersuchung. 

Rohenzymextrakt und nativer Inhibitor wurden aus halbetiolierten Pisum- 
Pflanzen gewonnen. Einige Eigenschaften des Enzyms wurden publiziert (Lis- 
BERT 1960). Die benutzte Piswm-sativum-Sorte ‚‚Senator‘‘ enthält weder Indol-3- 
acetonitril noch reagiert sie darauf, noch setzt sie es in vivo zu IES um (LIBBERT 
und Bars). Überhaupt ist bei Pisum nahezu der gesamte Auxingehalt der IES 
zuzuschreiben (Köcr und ELEMA). — Nach verschieden langer Einwirkungszeit 


des Enzymextraktes auf Tryptophan wurden die Reaktion abgebrochen und die 
enzymatischen Umsetzungsprodukte untersucht. 


Methode 


Pflanzenmaterial. Enzym und Hemmstoff extrahiert aus wenig belichteten, 
nicht voll ergrünten Erbsenpflanzen, vgl. LIBBERT 1960. 

Gewinnung des enzymhaltigen Extraktes (TE). 7,5g Erbsensprosse (etwa 
2 Wochen alt) in 6,25 ml Phosphatpuffer nach SÖRENSEN (0,05 mol, px 6,8) mit 
etwas Quarzsand zerrieben, einige Minuten zentrifugiert (3000 U/min), Bodensatz 
verworfen, überstehende klare Lösung als Enzym (TE) verwendet. Enzym täglich 
frisch bereitet oder eine Nacht bei +1°C aufbewahrt. Der Enzymextrakt hat 
nur minimale IES-Oxydase-Aktivität (LIBBERT 1960). 

Gewinnung des hemmstoffhaltigen Extraktes (HS). 15g Erbsensprosse (etwa 
3 Wochen alt) zerschnitten und bei + 1° C etwa 15 Std in 30 ml Äther (peroxydfrei) 
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extrahiert. Nach Zusatz von 14 ml Aqua dest. Ather im Vakuum bei Zimmer- 
temperatur abdestilliert, wäßrige Lösung filtriert und mit 4 ml NaHCO, (4,2%) 
unter öminütigem Schütteln alkalisiert. Dreimaliges Ausschütteln der nicht- 
sauren Bestandteile mit je 15 ml Äther, wäßriger Rest mit den sauren Bestand- 
teilen verworfen, Äther nach Zusatz zu 5 ml des Reaktionsgemisches im Vakuum 
abdestilliert. Die ätherlöslichen, nichtsauren Bestandteile aus 15 g Erbsensprossen 
sind nun in 5 ml wäßriger Lösung enthalten, also 3fach angereichert. 

Enzymatische Umsetzung. 4,7 ml Lösung von DL-Tryptophan (Merck; meist 
583 ppm =äquimolar 500 ppm IES) in obigem Phosphatpuffer + 0,3 ml TE in 
250 ml-Erlenmeyerkolben (große Oberiläche, vgl. Lippert 1960). Hemmstoff wie 
beschrieben der Tryptophanlösung vor dem Enzymzusatz zugefügt. Enzymatische 
Umsetzung 1—24 Std bei +30°C im Dunkeln. Abbruch der Reaktion durch 
kurzes Aufkochen, sofortige Aufarbeitung, Einfrieren oder Aufbewahrung bei 
+1°C. 

Aufarbeitung der Umsetzungsprodukte. Angesäuert auf px 4,0 (HCl), 3mal mit 
Äther ausgeschüttelt. Die vereinigten ätherischen Fraktionen oft zur Entfernung 
von Spuren schlecht ätherlöslicher Substanzen (Tryptophan!) mit Puffer px 4,0 
gewaschen. Ätherische Fraktion im Vakuum bei Zimmertemperatur zur Trockene 
gebracht, aufgenommen in 0,5 ml Äther. Wäßrige Fraktion anfangs im Vakuum bei 
+ 35° C zur Trockene, später gefriergetrocknet, aufgenommen in 0,5 ml Methanol. 

In einer Reihe von Versuchen wurde nicht bei px 4,0, sondern bei px 8,8 
(NaOH) ausgeschüttelt. Dabei wurden keine Substanzen gefunden, die nicht auch 
bei px 4,0 ausgeschüttelt werden konnten, ausgenommen Tryptamin (das sonst 
in der wäßrigen Fraktion blieb). 

Papierchromatographie. Ätherische und wäßrige Fraktion getrennt aufgetragen 
auf keilstreifenförmig (MATTHIAS) geschnittenes Papier (Schleicher und Schüll 
2043b), aufsteigend chromatographiert, dunkel, Zimmertemperatur. Alle Unter- 
suchungen mit 3 Laufmitteln (in Klammern die Laufzeiten): Isopropanol/NH,/H,O 
— 10/1/1 (18—20 Std); Eisessig/Wasser = 1/3 (6—8 Std), in diesem Laufmittel ist 
IBrS relativ stabil (BENTLEY et al. 1956); Wasser (3 Std). Trocknung der Chroma- 
togramme mit Kaltluft. 

Sprühmittel zur Anfärbung der Indol-Derivate. Salkowski-Reagens (50 ml 35% 
HClO, + 1 ml 0,5 mol FeCl,); Ehrlich-Rgs (2g p-Dimethylaminobenzaldehyd 
+ 50 ml konz. HCI + 50 ml 96% Athanol); Nitrit-Rgs (0,5% NaNO, in 35% 
HCIO,); Ferricyanid-Rgs (50 ml 0,5% K,Fe(CN), + 50 ml konz. HNO,); Zimt- 
aldehyd-Rgs (100 ml 5 Vol.-% Zimtaldehyd in 96% Athanol + 5 ml konz. HCl); 
Ninhydrin-Rgs [für Tryptophan und Tryptamin: 0,5% Ninhydrin in 93 ml Butanol 
+ 7 ml Eisessig; in einigen Fällen die für Tryptamin empfindlichere fluorescenz- 
optische Variante nach Jepson und Stevens aus PROCHAZKA (1958a): 0,25% 
Ninhydrin in 90 ml Aceton + 10 ml Eisessig]; Benzidin-Rgs (für Aldehyde: 5g 
Benzidin in 100 ml Eisessig); Silbernitrat-Rgs (sofortige Reduktion beim Besprü- 
hen nach BENTLEY et al. 1956 spezifisch für Indol-3-brenztraubensäure: 50 ml 
konz. NH,OH + 100 ml 1N AgNO,). Gesprüht mit 1 Sprühmittel wurde jeweils 
1/, Chromatogrammstreifen (der Länge nach halbiert). Getrocknet bei 60°C (die 
Ninhydrin-Variante nach JEPSON und STEVENS bei 90—100° C). Sichtbar gewordene 
Substanzen sofort und nach 24 Std markiert (Farbwechsel und -intensivierung 
besonders bei Ehrlich-Rgs), dann unter Ultraviolettlampe die fluorescierenden Sub- 
stanzen festgestellt, desgl. auch über NH,-Dämpfen (Linse und KIERMAYER). 

Bonitierung der Farbintensität. Die relativen Mengen der nachgewiesenen Sub- 
stanzen aus der Intensität der Farbzonen erschlossen. Intensitäten bonitiert; die 
Intensitätsunterschiede waren groß genug, um auf diese Weise eindeutig beurteilt 
zu werden. (Verglichen wurden ohnehin nur gleichzeitig durchgeführte Versuche.) 
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Bonitur: 1—sehr schwach; 2=schwach; 3=mittel; 4—stark; 5—sehr stark. 
In den Tabellen: Mittelwerte aus den Boniturwerten mehrerer Versuche (,,mittlere 
Intensitäten“). 

Abkürzungen. HAc = Eisessig/Wasser-Laufmittel (s. oben); HS = Hemmstoff- 
Extrakt (s. oben); IA = Indol-3-aldehyd (Indol-3-carboxaldehyd); IAc = Indol- 
3-acetaldehyd; IAN = Indol-3-acetonitril; IBrS = Indol-3-brenztraubensäure; ICS 
= Indol-3-carboxylsäure ; TES= Indol-3-essigsäure ; IPOH = Isopropanol/NH,/H,0- 
Laufmittel (s. oben); Rgs = Reagens; TE = Tryptophan-Enzym-Extrakt (s. oben); 
TNH, = Tryptamin (Indol-3-athylamin) ; Trypt = Tryptophan. 

Abweichungen von der Methodik werden im Text erwähnt. 


Ergebnisse 
Alle nach der Enzymeinwirkung auf Trypt nachweisbaren Substan- 
zen sind in Tabelle 1 zusamimengestellt. Für eine Trennung der Pro- 
dukte der enzymatischen Umsetzung von Substanzen, die aus dem TE, 
dem HS oder der Trypt-Lösung stammen, ist eine chromatographische 
Untersuchung der letzteren nötig. 


I. Chromatographie der Komponenten Tryptophan, Enzym und Hemmstoff 


1. Chromatographie von Tryptophan. Trypt bleibt in der wäßrigen Fraktion. 
Die in den Reaktionsgefäßen enthaltenen je 2,74mg Trypt geben auf dem 
Papier sehr breite Zonen (R, 0,25—0,40 in IPOH; 0,50—0,70 in HAc; 0,25—0,50 
in H,O). Die Farbreaktionen mit Nitrit-, Ferricyanid- und Zimtaldehyd-Rgs sind 
ähnlich derjenigen mit Salkowski-Rgs (bräunlichgelb, Tabelle 1), mit Ninhydrin- 
Rgs violett, AgNO,-Rgs wird innerhalb von 24 Std reduziert. Die Fluorescenz 
nach Besprühen mit Salkowski-, Nitrit- oder Ferrieyanid-Rgs ist konzentrations- 
abhängig. Mit steigender Konzentration sind die Fluorescenzfarben mit Salkowski- 
oder Nitrit-Rgs: gelb — negativ — hellgelb, über NH, graugrüngelb — negativ — 
violett; mit Ferricyanid-Rgs: gelb — gelb — gelb, über NH, blau — gelb — violett. 
Bei Chromatographie von wenigstens 100 y Trypt folgen vom Rand her zum Zen- 
trum die verschiedenen Farben aufeinander. Mit Zimtaldehyd-Rgs ist die Fluo- 
rescenz purpurn. 

Wenn Trypt allein chromatographiert wird, entsteht beim Besprühen eine 
einheitliche Farbzone. Gleichzeitige Anwesenheit von aktivem oder abgekochtem 
TE bewirkt eine Zonierung, besonders bei Chromatographie mit IPOH: Zwischen 
untereinander gleich gefärbten Zonen (etwa mit IPOH: 0,08—0,12, 0,18—0,22, 
0,28—0,40) mit schmalen (Richtung Laufmittelfront) bzw. breiten (Richtung 
Start) Fluorescenzrändern liegen ungefärbte Zonen. Dieser durch den Rohenzym- 
extrakt verursachte Verteilungseffekt kann das Vorliegen mehrerer Substanzen 
auf dem Chromatogramm vortäuschen. 

Mit Ehrlich-Rgs lassen sich noch 0,1 y Trypt sichtbar machen. 24 Std nach 
dem Besprühen wird ein bei der IPOH-Chromatographie entstehendes (nicht- 
indolisches ?) Abbauprodukt als gelbe, schmale Zone sichtbar (Tabelle 1). Noch 
0,02 y Trypt ergeben diese Zone. Ihre Intensität ist unabhängig von der verwende- 
ten Trypt-Konzentration. 

Beim Stehen von Trypt-Lösung (pr 6,8) unter Versuchsbedingungen entsteht 
ein spontanes Zerfallsprodukt, das nach Chromatographie mit IPOH oder H,O 
mit Salkowski- oder Nitrit-Rgs als graue, nach 2 Tagen (seltener sofort) rosaviolette 
Zone unmittelbar am oberen Rand der Trypt-Zone sichtbar wird und nicht für 
ein enzymatisches Umsetzungsprodukt gehalten werden darf. 
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In der gewaschenen ätherischen Fraktion ist so wenig Trypt, daß es nur mit 
Ninhydrin- oder AgNO,-Rgs nachweisbar ist, sowie mit Ehrlich-Rgs das erwähnte 
gelbe Zerfallsprodukt. 

2. Chromatographie des Enzym-Extraktes. TE wurde sofort oder nach längerem 
Stehen (bis zu 24 Std) unter Versuchsbedingungen mit Äther fraktioniert. Tabelle 1 
enthält die chromatographisch nachweisbaren Substanzen mit Ausnahme einer 
Reihe nur mit Ninhydrin nachweisbarer Aminosäuren. Auch Tryptophan ist in 
geringer Menge im TE enthalten. 

Drei gelbe Farbzonen (el, e2, e3; s. Tabelle 1) erscheinen in der wäßrigen 
Fraktion beim Besprühen mit Ehrlich-Rgs sofort (also aromatische Amine ?: 
ManninG und GALSTON. Jedenfalls kaum Indolderivate), mit Zimtaldehyd-Rgs 
nach einigen Stunden, mit Ferricyanid-Rgs nach einigen Tagen. Die kräftigste 
der 3 Zonen, el, ist als einzige in allen 3 Laufmitteln zu finden und auch sofort 
mit Ferricyanid-Rgs (hellblau, erst später gelb) bzw. durch Fluorescenz (Ehrlich- 
Rgs: olivgrün; Nitrit- und Salkowski-Rgs: bläulichweiß) nachzuweisen. — Der 
gelbe Farbstoff g (ebenfalls wäßrige Fraktion, s. Tabelle 1) ist mit Salkowski-, 
Nitrit- und Ferricyanid-Rgs verstärkt (auch fluorescenzoptisch: gelb) sichtbar. 
Die Farbzone ist beim Laufmittel H,O am schmalsten und intensivsten und auch 
mit Ehrlich-Rgs nachweisbar (orange über NH,). 

Von den 5 Fluorescenz-Zonen (Tabelle 1) ist nur fl charakteristisch. Un- 
besprüht fluoresciert fl blau; die Fluorescenz wird durch Ehrlich-Rgs gelöscht 
und taucht über NH, in kräftig fleischrosa Farbe wieder auf. Bei alkalischer Re- 
aktion läßt sich fl nicht mit Äther aus wäßriger Lösung ausschütteln; f1 ist also 
sauer. — Zone f2 ist nur mit Salkowski-Rgs sichtbar und verschwindet über NH,. 
Zone f3 fluoresciert unbesprüht nur über NH,, mit Salkowski-Rgs nur ohne NH,. 
Zone f4 fluoresciert nach Behandlung mit Salkowski- oder Ferrieyanid-Rgs nur 
so lange, wie der Streifen über NH,-Dämpfe gehalten wird. Zone f5 ist nur nach 
Besprühen mit dem Ferricyanid-Rgs zu finden. 

3. Chromatographie des Hemmstoff-Extraktes. Der HS enthält nur äther- 
lösliche, nichtsaure Substanzen. Zwei Substanzen können nachgewiesen werden: 
die Zonen hl und h2 (Tabelle 1). Erstere ist in allen Versuchen sehr deutlich. Die 
charakteristischen Nachweisreaktionen sind: Sofortige intensive Rotfärbung beim 
Besprühen mit Ferricyanid- oder Nitrit-Rgs, die nach wenigen Minuten verschwin- 
det; sowie mit Salkowski- oder Nitrit-Rgs blaue, über NH, augenblicklich gelb 
(Nitrit-Rgs: gelbgrün) und sehr stark werdende Fluorescenz. Die übrigen Reak- 
tionen sind nicht verläßlich: bräunlichgelbe Färbung mit Salkowski- und Nitrit- 
Rgs; mit Ferrieyanid grau, Fluorescenz blau; Ninhydrin-Rgs: Fluorescenz violett. — 
Sehr geringe Mengen von hl sind zuweilen auch im TE nachweisbar, das ja wie 
der HS aus Erbsenpflanzen extrahiert wurde. — In wäßriger (auch gepufferter) 
Lösung ist hl kochfest. Beim Aufkochen in Anwesenheit von TE und Trypt 
(zum Abstoppen der enzymatischen Umsetzung) wird aber die Fluorescenz-Inten- 
sität von hl sehr herabgesetzt. 

Die andere im HS nachweisbare Substanz, h2, ist nur durch ihre Fluorescenz 
über NH, nachweisbar: mit Salkowski-Rgs tiefviolett, mit Nitrit-Rgs hellviolett, 
ohne Sprühmittel keine Fluorescenz. 


II. Chromatographie der enzymatischen Umsetzungsprodukte 
aus Tryptophan 
Die enzymatische Reaktion, die bei Einwirkung von TE auf Trypt 
stattfindet, wurde nach 1, 2, 3, 4, 6, 9, 12, 15, 18 oder 24 Std abgebrochen. 
Eine Übersicht über die Reihenfolge, in der die im Folgenden zu 
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Tabelle 2. Zeitpunkte des ersten Auftretens der Produkte der enzymatischen Trypt- 
Umsetzung von Beginn der Reaktion an gerechnet 





























Nachweisbar nach Std 
1 3 6 12 18 24 
Identifizierte Substanzen |IA, ICS IES, TNH, 
Unbekannte Farbzonen . Xa, Xb Yb Xe 
Fluorescenz-Zonen . . . Fa Fb, Fe Fd 


besprechenden Substanzen auftreten, vermittelt Tabelle 2. R,-Werte. 


und Farbreaktionen vgl. Tabelle 1. 

1. Indol-3-essigsäure. TES wurde in der ätherischen Fraktion des 
enzymatischen Umsetzungsproduktes aus Trypt einwandfrei identifiziert. 
In allen 3 Laufmitteln sind die R,-Werte (s. Tabelle 1) identisch mit 
denen synthetischer IES. Den Chromatogrammen zugesetzte IES liefert 
mit der enzymatisch erhaltenen eine gemeinsame Farbzone. Auch die 
Farbreaktionen sind identisch: Tabelle 1, außerdem: Salkowski-Rgs: 
Fluorescenz über NH, blau, wird graugrün; Nitrit-Rgs: rosa, wird braun- 
rosa, Fluorescenz gelb, über NH, grünlichgelb ; Zimtaldehyd-Rgs: orange, 
wird gelblich; Ferricyanid-Rgs: lachsfarben, wird rosa, Fluorescenz nur 
bei großen TES-Mengen, gelb. 

Synthetische IES sowie enzymatisch erhaltene ist in allen 3 Laufmitteln nicht 
völlig stabil; sondern es entsteht 24 Std nach dem Besprühen mit Ehrlich-Rgs 
eine zweite, gelbe Zone (Produkt mit geöffnetem Indolring ?), vgl. Tabelle 1. Ihre 
Intensität ist gering und unabhängig von der IES-Konzentration; bei kleinsten 
IES-Mengen ist nur die gelbe Zone nachweisbar. Im Laufmittel H,O ist nur der 
obere Rand der IES-Zone gelb (bei größeren IES-Mengen durch diese überdeckt). 

IES tritt nach 6stündiger Einwirkung des TE auf Trypt auf. Bei 
Verwendung 10mal geringerer Trypt-Konzentration (58,3 ppm) ist nach 
6 Std noch keine IES festzustellen. Mit zunehmender Dauer der enzy- 
matischen Umsetzung nimmt die IES-Menge zu [die IES-Oxydase- 
aktivität des TE ist nach Lippert (1960) minimal] bis zur maximalen 
Ausbeute nach 18 Std, vgl. Tabelle 5 und 6. Eluation der IES-Zone 
und quantitativer colorimetrischer Test (s. LIBBERT 1960) ergibt dann 
20—50 y IES. Das ist, bezogen auf das vermutlich allein umgesetzte 
L-Tryptophan (1,37 mg bei Einwaage von 2,74 mg DL-Tryptophan) eine 
Ausbeute von etwa 2—3%. 

Gelegentlich wird IES bereits bei kürzerer Versuchszeit (3—4 Std) 
nachweisbar. Besonders ist das der Fall bei Versuchen, in denen das 
ätherische Ausschüttelungsprodukt nach LARSEN (1955) in einen sauren 
und einen nichtsauren Anteil getrennt wurde. Möglicherweise enthält die 
ätherische Fraktion des enzymatischen Umsetzungsproduktes ein Ma- 
terial (vielleicht die Substanz Xa, s. S. 10), das beim Ausschütteln 
mit NaHCO,-Lösung IES liefert. 
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2. Indol-3-earboxylsäure. ICS wurde in der ätherischen Fraktion be- 
reits nach Istiindiger Enzymeinwirkung auf Trypt mit Sicherheit identi- 
fiziert, auch bei Verwendung 10mal geringerer Trypt-Konzentration 
(58,3 ppm). Die Farbreaktionen sind bei synthetischer und enzymatisch 
gewonnener ICS identisch: Tabelle 1, auBerdem: Salkowski-Rgs: nach 
48 Std orangebraun, Fluorescenz orange; Ehrlich-Rgs: Fluorenscenz 
karminrot; Nitrit-Rgs: lachsiarben, Fluorescenz gelb; Zimtaldehyd-Rgs: 
schwach orange; Ferricyanid-Rgs: fahlgelb, Fluorescenz nur über NH,, 
orangegelb. Mit allen Reagentien wird die Färbung nach dem Besprühen 
24 Std lang laufend starker. 

Die R,-Werte fiir fermentativ entstandene ICS liegen in IPOH und 
HAc etwas (0,01—0,05 R,-Einheiten) niedriger als die synthetischer ICS; 
nur in H,O stimmen sie überein. Beim Zusetzen synthetischer ICS zur 
ätherischen Fraktion werden aber auch die R,-Werte der synthetischen 
ICS etwas erniedrigt, und synthetische und fermentativ erhaltene ICS 
bilden eine gemeinsame Farbzone (Tabelle 1). 

Der Zeitverlauf der ICS-Bildung ist beim Vergleich ungleichzeitiger 
Versuche schlecht festzustellen, da die Mengenunterschiede gering sind 
(Tabelle 5). Nach 18 Std scheint ein Maximum vorzuliegen. Wenn 
gleichzeitig angesetzte Reaktionsgemische nach verschiedenen Zeiten 
abgebrochen werden (Tabelle 6), zeigt sich eine deutliche Zunahme der 
ICS-Menge von 1 über 3 und 6 bis zu 9 Std. Ebenso wurde eine Abnahme 
der ICS-Merge nach 24 Std sichergestellt (mittlere Intensitäten aus 
6 Versuchen: 18 Std: 2,5; 24 Std: 0,8). ICS wird also im Reaktions- 
gemisch weiter umgesetzt. 

In der Diskussion werde ich zeigen, daß die enzymatisch entstandene 
ICS (wenigstens zum größten Teil) nicht einer IES-Oxydation ent- 
stammt. Wenn die ätherische Fraktion des fermentativen Umsetzungs- 
produktes nach Larsen (1955) in saure und nichtsaure Fraktion ge- 
trennt wird, erscheint ICS im Gegensatz zu IES in beiden Fraktionen! 
Offensichtlich zerfällt bei der Chromatographie eine nichtsaure Substanz 
(und zwar die Substanz Xa, s. unten) unter Bildung von ICS. 

3. Indol-3-aldehyd. IA kann in der ätherischen Fraktion leicht durch 
seine Reaktion mit Benzidin-Rgs nachgewiesen werden (Aldehyd-Rgs, 
reduzierende Gruppen). Die kräftige gelbe Färbung ist für IA unter 
den Indolderivaten ziemlich spezifisch. Die Reaktionen mit Salkowski- 
und Ehrlich-Rgs (Tabelle 1) sind weniger empfindlich, so daß IA in den 
meisten Fällen nur mit Benzidin-Rgs nachgewiesen werden kann. Die 
R,-Werte für synthetischen und enzymatisch erhaltenen IA sind iden- 
tisch (Tabelle 1). Der ätherischen Fraktion zugesetzter synthetischer 
IA liefert mit dem enzymatisch gewonnenen eine gemeinsame Farbzone. 

Sicherlich ist IA die unmittelbare Vorstufe der enzymatisch ent- 
stehenden ICS. Belege dafür werden später veröffentlicht. Der zeitliche 
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Verlauf der IA-Entstehung entspricht auch dem der ICS-Bildung: 
IA ist nach 1 Std nachweisbar, die Menge nimmt bis zu 9 Std zu (Ta- 
belle 6). Mit längeren Versuchszeiten wurden keine vergleichenden 
Untersuchungen durchgefiihrt. Nach 15 Std ist IA jedenfalls noch nach- 
zuweisen. 

4. Die unbekannte Substanz Xa. Xa tritt in der ätherischen Fraktion 
fast regelmaBig auf, aber nur bei Chromatographie mit H,O. Die Far- 
bung mit Ehrlich-Rgs (Tabelle 1) ist wesentlich intensiver als die Sal- 
kowski-Farbung. In manchen Versuchen scheinen sich ICS und Xa 
gegenseitig auszuschlieBen; aber auch beim scheinbaren Fehlen von ICS 
läBt sich nach Salkowski-Behandlung eine geringere ICS-Menge fluo- 
rescenzoptisch nachweisen. 

DaB Xa wirklich ein enzymatisches Umsetzungsprodukt ist, wird 
dadurch gezeigt, daB ohne TE-Zusatz (unter eventuellem Zusatz von 
HS) oder Verwendung von abgekochtem TE weder Xa, noch ICS, IA 
und (s. unten) Xb entstehen. 

Bei Chromatographie der ätherischen Fraktion mit HAc oder [IPOH 
wird Xa nicht gefunden. Xa kann aber nach H,0-Chromatographie mit 
Ather eluiert, mit IPOH, HAc oder H,O rechromatographiert und dann 
regelmaBig nachgewiesen werden. Hierbei wurde nach dem Eluieren 
der grôBte Teil des Athers im Vakuum entfernt und das Eluat von je 
2 Chromatogrammen gemeinsam auf 1 Streifen chromatographiert. Auf 
diese Weise können die R,-Werte für Xa in IPOH und HAc festgestellt 
werden (Tabelle 1). 

Bei der Rechromatographie von Xa tritt aber nicht nur Xa selbst 
auf, sondern ganz eindeutig ICS und IA; das gilt für alle 3 Laufmittel. 
Da mit Sicherheit nur Xa eluiert wurde, muß diese Substanz relativ 
instabil sein und beim Chromatographieren teilweise zu ICS und IA 
zerfallen. Hierdurch findet das Auftreten von IA und ICS bei der 
Chromatographie des enzymatischen Umsetzungsproduktes aus Trypt 
seine Erklärung. Im Laufmittel H,O ist Xa ziemlich stabil, denn bei 
H,0-Rechromatographie werden die geringsten ICS-Mengen gefunden. — 
Wenn ICS eluiert und rechromatographiert wird, findet man nur ICS, 
niemals Xa oder eine andere Substanz. 

Das Fehlen von Xa bei direkter Chromatographie des enzymatischen 
Umsetzungsproduktes mit IPOH oder HAc wird erklärt durch die ge- 
ringe Stabilität in diesen Laufmitteln und durch die Überlagerung mit 
TES in HAc (vgl. Tabelle 1) und mit der aus dem HS stammenden 
Substanz h1 in IPOH (bei HS-Zusatz ist sonst am meisten Xa zu fin- 
den, s. 8. 14). 

Xa reagiert neutral. Der nichtsaure Charakter geht bereits aus dem 
hohen R,-Wert in ammoniakalischem IPOH hervor. Beim Ausschütteln 
des enzymatischen Umsetzungsproduktes bei px 8,8 lassen sich die- 
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selben Xa-Mengen nachweisen wie in parallelen, bei px 4,0 ausgeschiit- 
telten Ansätzen. — In diesen Versuchen findet sich auch ICS in beiden 
Fraktionen, IES nur in der sauren (s. oben, S. 9). 

Xa ist erstmals nach 3stiindiger Einwirkungsdauer des TE nachweis- 
bar und nimmt bis zu 9stündiger Versuchszeit ständig zu (Tabelle 6). 
Auch nach 15 Std sind noch größere Xa-Mengen nachweisbar. Nach 
1 Std ist offenbar so wenig Xa vorhanden, daB nach dem teilweisen 
Zerfall zu IA und ICS keine nachweisbaren Mengen iibrig bleiben. 

Xa reagiert weder mit dem Benzidin- noch mit dem Ninhydrin-Rgs. 
Zur Sicherstellung dieses Befundes wurde die Xa-Menge durch Ver- 
einigung der ätherischen Fraktionen aus 8 ReaktionsgefäBen auf 1 Chro- 
matographiestreifen 8fach überhöht. Als Ninhydrin-Rgs wurde hier 
auch die Variante von JEPSON und STEVENS (s. Methode) verwendet. 

5. Die unbekannte Substanz Xb. Xb ist eine Zone, die gelegentlich 
bei Chromatographie der ätherischen Fraktion mit HAc oder H,O er- 
scheint (Tabelle 1). Das früheste Auftreten wird nach 3 Std Versuchs- 
zeit beobachtet; das unregelmäßige Vorkommen zeigt sonst keine Ab- 
hängigkeit von der Versuchsdauer. Die Zone ist meist so schwach (be- 
sonders mit Ehrlich-Rgs), daß die Farbqualität nicht eindeutig zu be- 
stimmen ist. Es ist nicht sicher, ob die beiden als Xb bezeichneten 
Zonen bei Chromatographie mit HAc bzw. H,O identisch sind. Eine 
Rechromatographie wurde wegen des sporadischen Auftretens und der 
minimalen Intensität nicht versucht. 

Daß Xb wirklich ein Produkt der enzymatischen Trypt-Umsetzung 
ist, geht aus den auf S. 10 geschilderten Versuchen hervor. Xb könnte 
ein Zwischenprodukt der IES-Bildung sein, das sehr schnell umgesetzt 
wird und sich deshalb nie in größerer Menge anreichert. 


6. Der unbekannte Farbstoff Xe. Der rosa Farbstoff Xc (Tabelle 1) ist nur 
nach 18—24stiindiger Einwirkung von TE auf Trypt in der ätherischen Phase 
nachweisbar. Zweifellos handelt es sich um kein Zwischenprodukt.der enzymati- 
schen IES-Bildung. — Wenn man IBrS unter denselben Versuchsbedingungen 
chromatographiert, kommt bei demselben R,-Wert ein gleicher rosa Farbstoff vor 
(unveröffentlicht). 


7. Die Zone Ya (Tryptamin). Mit TNH, komme ich zur Besprechung 
der Indolderivate aus der wäßrigen Fraktion; denn TNH, ist aus saurer 
wäßriger Lösung (px 4,0) nicht mit Äther ausschüttelbar. Die Reaktion 
mit Ninhydrin-Rgs, besonders die Variante von JEPSON und STEVENS 
(s. Methode; blaugrüne Fluorescenz) ist charakteristisch, ebenso die 
intensiv gelbe, später grün werdende Ehrlich-Farbe über NH,-Dämpfen. 
Beide Färbungen, sowie auch die mit Salkowski- und Ehrlich-Rgs 
(Tabelle 1), treten auch mit enzymatisch entstandenem TNH, auf, wenn 
auch die Ninhydrin-Reaktion sehr schwach ist. 

TNH, kann in der wäßrigen Fraktion nur bei Chromatographie 
mit IPOH nachgewiesen werden. R,-Werte von synthetischem und 
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enzymatisch erhaltenem TNH, stimmen überein (Tabelle 1). Beim 
Laufmittel H,O muß TNH, von der Trypt-Zone (R, 0,25—0,50 bei den 
vorhandenen groBen Mengen) überdeckt sein; beim Laufmittel HAc 
scheint das auch der Fall zu sein: Die großen Trypt-Mengen laufen bis 
R, 0,70, und mit einer Verzôgerung der Laufgeschwindigkeit des TNH, 
durch die groBen Trypt-Mengen ist zu rechnen. 

Auch bei Chromatographie mit IPOH wird TNH, recht unregelmäßig 
gefunden. Bei Eluation der TNH,-Zone mit Wasser oder Methanol und 
Rechromatographie im selben Laufmittel erscheint auBer TNH, eine 
zweite Zone (R, 0,50), die mit Ehrlich-Rgs schwache gelbe, mit Sal- 
kowski-Rgs keine Reaktion ergibt, offenbar ein Produkt mit aufgespal- 
tenem Indolring. Die Herkunft dieser Zone ist unklar (bei Chromato- 
graphie von synthetischem TNH, ist sie nicht zu finden). 

Bei Rechromatographie der eluierten TNH,-Zone in HAc erweisen 
sich die R,-Werte von enzymatisch erhaltenem und synthetischem TNH, 
als identisch (Tabelle 1). In H,O wurde nicht rechromatographiert. — 
Aus alkalischer Lösung läßt sich synthetisches TNH, mit Äther aus- 
schütteln; dasselbe gilt auch für das enzymatisch erhaltene TNH,. 

Aufgrund der R,-Werte in 2 Laufmitteln, der Farbreaktionen und 
der Möglichkeit, die Substanz aus alkalischer, aber nicht aus saurer 
Lösung mit Äther auszuschütteln, halte ich die Identifizierung als 
Tryptamin für ziemlich sicher. Auf jeden Fall ist die Substanz ein 
enzymatisches Produkt aus Tryptophan; läßt man TE allein, Trypt 
allein, HS allein oder Trypt + HS unter Versuchsbedingungen stehen, 
ist kein TNH, nachweisbar. 

Der zeitliche Verlauf der TNH,-Bildung ist wegen des sporadischen 
Auftretens der Substanz unsicher. Die 2 Versuchsserien der Tabelle 3 
vermitteln den Eindruck eines Intensitätsanstieges bis zur 18. Stunde. 


Tabelle 3. Zeitlicher Verlauf des Auftretens der Zone Ya (TNH,) in Reaktions- 
lösungen Trypt + TE + HS 
Die Versuche mit unterschiedlicher Zeitdauer wurden gleichzeitig angesetzt. — 
Zahlen: Mittlere Intensitäten aus 4 bzw. 5 Versuchen. 








RETIRE | AO 9 Std 12 Std 15Std | 18Sta | 24 sta 
1 00 | 05 0,5 1,5 = te “a 
2 — — — 0,2 1,0 2,0 1.6 























8. Der unbekannte Farbstoff Yb. Yb ist ein schwach gelber Farbstoff 
der wäBrigen Fraktion, der nur mit H,O als Laufmittel nachgewiesen 
wurde (Tabelle 1). Die Farbintensität wird durch Ehrlich-Rgs (bräun- 
lich) und noch mehr durch Salkowski-Rgs (bräunlichrosa) erhôht. Yb 
liegt oft innerhalb der Trypt-Zene und ist dann nur vor dem Besprühen 
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nachzuweisen sowie unmittelbar danach, da die Farbreaktion von Yb 
(im Gegensatz zu Trypt) sofort sichtbar wird. 

Yb tritt nur in Reaktionsgemischen aus Trypt+TE (nicht in TE 
oder in Trypt allein, auch nicht bei 24stiindigem Stehen unter Ver- 
suchsbedingungen) auf, und zwar erstmals nach 6stiindiger Versuchs- 
zeit, und nimmt bis zur größten untersuchten Versuchsdauer laufend 
zu (Tabelle 4). Yb läßt sich mit Methanol oder H,O eluieren und re- 
chromatographieren und hat dann (im selben Laufmittel) denselben 
R,-Wert. Wegen seines Farbstoffcharakters (und aus anderen Gründen, 
s. Diskussion) halte ich Yb nicht für ein Intermediärprodukt der IES- 
Bildung aus Trypt. 


Tabelle4. Zeitlicher Verlauf des Auftretens der Zone Yb in Reaktionslösungen 
Trypt + TE 
Die Versuche mit unterschiedlicher Zeitdauer wurden gleichzeitig angesetzt. — 
Zahlen: Mittlere Intensitäten aus 3 bzw. 4 Versuchen. 








Versuchs- | 3 sta | 6Std | 9 sta 128ta | 15sta | 18sta | 24 sta 
1 0,0 0,3 0,7 2.7 = — — 
2 _ — — 1,0 1,3 1,5 2,0 























9. Die Fluorenscenz-Zonen. Nur durch Fluorescenz nachweisbare Umsetzungs- 
produkte des Tryptophans sind nur in der atherischen Fraktion (Tabelle 1). Sie 
entstehen alle durch Einwirkung von TE auf Trypt, nicht beim 18stiindigen Stehen 
von Trypt, TE oder HS allein unter Versuchsbedingungen, auch dann nicht, wenn 
dem Trypt abgekochtes TE zugesetzt wird. 

Fa (blau) ist regelmäßig zu finden. Die Fluorescenz wird stärker nach Be- 
sprühen mit Salkowski-, Nitrit- oder Ferrieyani: -Rgs und verschwindet über NH,. 
Fa ist neutral, wie aus dem hohen R,-Wert in ammoniakalischem IPOH hervor- 
geht und aus Fraktionstrennungen, die mit der ätherischen Fraktion nach LARSEN 
(1955) vorgenommen wurden. Fa tritt schon nach 1stündiger TE-Einwirkung auf; 
eine Abhängigkeit zwischen Versuchsdauer und Intensität ist nicht nachzuweisen. 

Die Zonen Fb und Fe sind nur nach Chromatographie mit HAc nachzuweisen, 
aber nicht regelmäßig. Die gelbe Fluorescenz verschwindet mit Salkowski-Rgs, 
taucht aber über NH, wieder auf. Bei Versuchen von kürzerer Dauer als 12 Std 
werden beide nicht gefunden. 

Fd ist erst nach 24stündiger Versuchszeit zu finden und auch dann noch un- 
regelmäßig. Die nach Besprühen mit Salkowski-Rgs schwach gelbe Fluorescenz 
wird über NH, intensiv rot. Ob die Substanz auch ohne Anwendung eines Sprüh- 
mittels fluoresciert, wurde nicht untersucht. 


III. Der Einfluß von Hemmstoff-Extrakt auf die enzymatische Umsetzung 

In Parallelansätzen wurde einem Teil des Reaktionsgemisches (Trypt 
+TE) Hemmstoff zugesetzt, einem anderen Teil nicht. Nur solche 
Versuche, bei denen HS-haltige und -freie Enzymansätze gleichzeitig 
erfolgten, werden im Folgenden berücksichtigt. 








14 EE LiBBERT: 


Tabelle 5. Einfluß des Zusatzes von HS zum TE auf die Ausbeute an LES und ICS 


Die Versuchsserien mit unterschiedlicher Zeitdauer wurden ungleichzeitig durch- 
geführt. Zahlen: Mittlere Intensitäten aus 6—12 Versuchen mit allen 3 Laufmitteln. 


Versuchsdauer in Stunden 









































1 2 4 6 9 12 15 18 24 

IES ohne HS} 0,0 | 0,0 | 0,0 1,5 2,3 3,8 4,5 4,8 3,6 
mit HS | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,1 1,1 1,9 2,8 3,3 2,6 

Ics ohne HS} 1,2 1,2 0,5 1,0 0,5 0,8 0,9 1,3 0,2 
mit HS | 2,3 2,4 2,2 2,2 2,0 2,0 2,2 2,8 1,0 


Der EinfluB des HS auf das Enzym wird in Tabelle 5 und 6 als ver- 
minderte IES-Ausbeute deutlich. Das ist ein regelmäßig in allen 3 Lauf- 
mitteln und nach jeder Versuchsdauer auftretender Effekt. 


Die Verringerung der Farbintensität beruht nicht auf Interferenz des ätheri- 
schen Pflanzenextraktes mit der Salkowski- und der Ehrlich-Reaktion. Nach 
Papierchromatographie synthetischer 


Tabelle 6. Einfluß des Zusatzes von HS 
zum TE auf die Ausbeute an IES, Xa, 
ICS und IA 


Die Versuche mit unterschiedlicher 
Zeitdauer wurden gleichzeitig angesetzt. 
Zahlen: Mittlere Intensitäten aus 8 Ver- 
suchen (für IES, Xa und ICS nach 
Ehrlich-, für IA nach Benzidin-Reak- 
tion); Laufmittel H,O. 
































Versuchsdauer 
in Stunden 
1 3 6 9 
IES ohneHS | 0,0 | 0,0 | 1,6 | 4,5 
mit HS 0,0 | 0,0 | 0,0 | 2,4 
Xa ohne HS | 0,0 | 0,0 | 0,5 | 1,5 
mit HS 0,0 | 0,9 | 1,6 | 3,0 
Ics ohne HS | 0,3 | 0,5 | 1,5 | 1,6 
mit HS 1,6 | 2,9 | 3,0 | 3,0 
IA ohne HS | 0,4 | 0,3 | 1,6 | 1,9 
mit HS 2,4 | 2,8 | 2,5 | 3,0 


IES unter HS-Zusatz wird die Farb- 
intensität ganz leicht vermindert, je- 
doch nicht im Entferntesten so sehr 
wie durch HS-Zusatz zum TE. Eine 
starkere Interferenz ist auch nicht zu 
erwarten: Es müßte dann die inter- 
ferierende Substanz in allen 3 Lauf- 
mitteln denselben R;-Wert besitzen wie 
IES. Dem enzymatischen Umsetzungs- 
produkt nach Abbruch der enzymati- 
schen Reaktion (Aufkochen) zugesetz- 
ter HS wirkt auch nicht intensitäts- 
vermindernd. 


ICS verhält sich entgegen- 
gesetzt: Bei HS-Zusatz zum TE 
ist die Ausbeute während der 
ganzen 24stündigen Versuchszeit 
erhöht (Tabelle 5 und 6). Ohne HS 
ist oft keine ICS nachweisbar, mit 
HS immer. Auch IA und Xa ent- 
stehen in größerer Menge, wenn 
die enzymatische Reaktion bei 





Gegenwart von HS abläuft (Tabelle 6). Die gleichsinnige Veränderung 
der Ausbeuten an Xa, ICS und IA unterstreicht die Ansicht, daß die 
nach der Chromatographie nachweisbaren Produkte IA und ICS durch 
Spontanzerfall des instabilen Materials Xa entstehen (s. S. 10). 

Man kann nach diesen Ergebnissen annehmen, daß der endogene 
HS einen zwischen Xa und IES gelegenen Teilschritt der enzymatischen 
IES-Bildung aus Trypt blockiert. Die IES-Bildung geht dadurch 


zu 
op 
gel 
Sov 
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zurück; und das nur noch unvollkommen umgesetzte Xa sowie dessen 
spontane Zerfallsprodukte IA und ICS reichern sich an. (Die ohnehin 
geringe IES-Oxydation wird durch HS nicht beeinflußt: LIBBERT 1958 
sowie unverôffentlichte papierchromatographische Untersuchungen.) 


Auch hier wird (wie bei TES) eine reale Konzentrationsänderung und nicht 
nur eine Farbintensivierung durch Substanzen des ätherischen Extraktes erzielt. 
Das wird (wie fiir TES) dadurch gezeigt, daß HS-Zusatz nach Abbruch der enzy- 
matischen Reaktion keine Erhöhung der Farbintensität der ICS-, der IA- und der 
Xa-Zone verursacht. In Reaktionsgefäßen ohne Trypt, nur mit TE + HS, ent- 
steht unter Versuchsbedingungen weder Xa nach ICS, noch IA. Dadurch wird 
unter anderem auch die 
Möglichkeit ausgeschlossen, Tabelle 7. Einfluß des Zusatzes von HS zum TE 
daß im ätherischen HS- auf die Ausbeute an TNH,, Xb und Yb 
Extrakt nichtsaure Indol- Zahlen: Mittlere Intensitäten aus allen TNH,- 
derivate enthalten seien,die zw. Xc-liefernden Versuchen, die gleichzeitig HS- 
durch TE zu ICS, IA oder  haltige und HS-freie Reaktionsgefäße umfaßten; 
Xa umgesetzt würden und für Yb: Mittlere Intensitäten aus 8 Versuchen. 

















dann eine erhöhte Ausbeute 

aus Trypt vortäuschten. ig oth ee Eigenfarbe 

Auch wenn Trypt + HS 

(ohne TE) bis 18 Std unter hneH 03 1.0 à is 

Versuchsbedingungen _ ste- TNH, { a 17 27 = 

hen, sind ICS, IA und Xa - 

nicht nachzuweisen. Xb { ae = ir 
Die beschriebenen Ein- = : 

flüsse des ätherischen HS- yp ey HS 2,6 2,0 1,0 

Extraktes auf die Ausbeuten mit HS 1,5 1,3 1,0 








an IES, ICS, IA und Xa 

sind in jedem Falle Effekte der ätherisch extrahierten Substanzen, nicht Wirkungen 
etwaiger im Reaktionsgemisch verbliebener Ätherspuren (vgl. auch Lippert 1958) 
oder Folgen des beim Abdestillieren des Äthers vorgenommenen Evakuierens (even- 
tueller O,-Mangel!): Verwendung reinen Äthers anstelle eines ätherischen HS-Ex- 
traktes hat keinen Effekt auf die enzymatische Ausbeute an IES, ICS, IA und Xa. 


Auch die Ausbeute an TNH, wird durch den HS-Zusatz erhöht 
(Tabelle 7). Mit diesem Ergebnis steht folgender Befund in Einklang: 
In Reaktionsgefäßen mit TE + HS (ohne Trypt) zeigen sich nach 18stün- 
digem Stehen unter Versuchsbedingungen nicht selten TNH,-Spuren, 
die offenbar aus den im TE vorhandenen Trypt-Spuren (S. 5) enzy- 
matisch entstehen, während ohne HS-Zusatz diese TNH,-Bildung aus- 
bleibt. Die möglichen Zusammenhänge zwischen TNH,- und Xa-An- 
reicherung werden in der Diskussion besprochen. 

Auch die Ausbeute des nur sporadisch gefundenen Zwischenproduktes 
Xb scheint durch den HS gesteigert zu sein (Tabelle 7); doch möchte 
ich das wegen der (gemessen am geringen Effekt) kleinen Zahl der 
Versuche (9) nicht als gesichert bezeichnen. 

Die Ausbeute an Yb wird bei HS-Anwesenheit offenbar wie die IES- 
Ausbeute vermindert (Salkowski- und Ehrlich-Rgs: Tabelle 7). Auf die 
Intensität der schwachen Eigenfarbe von Yb hat HS dagegen keinen 
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Effekt; aber auch die Intensitätsänderung der Substanz Yb mit der 
Zeit (Tabelle 4) ist anhand der Eigenfarbe nicht zu erkennen. Es ist 
kaum möglich, daß der HS nur mit den Nachweis-Reaktionen inter- 
feriert, da alle Substanzen des HS-Extraktes im Gegensatz zu Yb in 
der ätherischen Fraktion bleiben. Vermutlich ist die Eigenfarbe so ge- 
ring, daB sich Mengenunterschiede nicht bemerkbar machen. 


Auf die Intensität des rosa Farbstoffes Xc und der 3 Fluorescenz- 
zonen Fa, Fb und Fe sowie anscheinend auch Fd (wegen des geringen 
Interesses dieser Substanz nicht näher untersucht) hat HS-Zusatz zum 
TE keinen Effekt. Sicher haben diese Zonen nichts mit der Trypt-Um- 
setzung zu IES zu tun. 

Diskussion 

Die Einwirkung eines halbgereinigten, IES-oxydierenden Enzym- 
praparates aus Weißkohl auf Trypt ergibt 2 Substanzen: IA und ein 
unbekanntes Produkt (MELCHIOR 1958). Beim Umsatz markierten Tryp- 
tophans in vivo in Wassermelonen werden angeblich 5-OH-Trypt, 
IBrS, TNH,, IAN und IA gefunden (DANNENBURG und LIVERMAN); die 
Identifizierung ist aber unsicher, die von IBrS unrichtig (KaPER und 
VELDSTRA). Nach einer kurzen Mitteilung von LIVERMAN und DANNEN- 
BURG wird in Avena-Koleoptilen markiertes Trypt in vivo zu IBrS (?), 
IAN und IES umgesetzt. 


Der in der vorliegenden Arbeit erbrachte Nachweis von Tryptamin 
als enzymatisches Produkt aus Trypt beweist nicht die Rolle von TNH, 
als Intermediärprodukt der IES-Bildung aus Trypt. Darüber sollen 
später zu veröffentlichende Versuche Auskunft geben. Bisher ist die 
Teilnahme von TNH, an der IES-Bildung weder bewiesen noch wahr- 
scheinlich (GorDon 1954, 1956). 


Ein Hinweis auf Indol-3-brenztraubensäure als Intermediärprodukt 
der IES-Bildung aus Trypt ist der Befund, daB Keto-Reagentien diesen 
Prozeß blockieren (WILDMAN, FERRI und BONNER). KAPER und VELD- 
strA fanden nach Papierchromatographie des Kulturfiltrats Trypt- 
gefütterter Bakterien dasselbe Zerfallsspektrum wie bei Chromatographie 
synthetischer IBrS. Das ist der einzige papierchromatographische Nach- 
weis von IBrS in lebendem Material. Die übrigen Angaben müssen 
nach den Ergebnissen von BENTLEY et al. (1956) falsch sein. 


Auch in meinen Versuchen wird IBrS nicht gefunden. Das kann mit 
der Instabilität dieser Substanz erklärt werden. Schon beim Ausschütteln 
aus wäßriger Lösung mit Äther zerfällt IBrS (unveröffentlicht). Ebenso 
zerfällt in meinen Versuchen etwa 40 % des im enzymatischen Umsetzungs- 
produkt direkt colorimetrisch nachweisbaren Materials beim Ausschütteln 
mit Äther (LisBerrt 1960). Vielleicht handelt es sich um IBrS? Die 
Hauptzerfallsprodukte der IBrS unter den vorliegenden Bedingungen 
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(ICS, IES und IA: unveröffentlicht; daneben ein der Zone Xe ent- 
sprechender Farbstoff) treten in meinen Versuchen ja auf. 


Das neutrale Intermediärprodukt Xa ist mit keiner der Substanzen 
identisch, die bisher als Intermediärprodukte der IES-Bildung diskutiert 
wurden, vielleicht aber mit einem unbekannten Produkt der Enzym- 
einwirkung auf Trypt (R, 0,83 in IPOH/NH,/H,0 = 80/5/15; Salkowski- 
Rgs rotbraun: MELCHIOR 1958) oder mit einer in vivo aus Trypt ent- 
stehenden neutralen Substanz (R, 0,81 in IPOH/NH,/H,O = 8/1/1 und 
0,54 in H,O; Ehrlich-Rgs blau: DANNENBURG und LIVERMAN). 

Mit Indol-3-acetonitril oder Indol-3-acetamid ist Xa nicht identisch: Die R,- 
Werte und Farbreaktionen sind verschieden (Tabelle 1). Die verwendete Erbsen- 
sorte enthalt kein IAN und setzt es weder in vivo (LIBBERT und BALLIN) noch in 
vitro (unveröffentlicht) zu TES um. 

Angaben über papierchromatographische Nachweise von Indol-3-acetaldehyd 
sind wegen der Instabilität der Substanz und ihrer rapiden Umsetzung zu IES 
vorsichtig aufzunehmen (BENTLEY). In meinen Versuchen ist [Ac papierchromato- 
graphisch nicht nachweisbar; denn IAc reagiert als Aldehyd mit Benzidin-Rgs (nach 
SEN rotviolett), und ich finde nur eine Benzidin-positive Substanz (gelb), nämlich 
IA. Xa ist Benzidin-negativ. Die Möglichkeit, die IES-Bildung durch das Aldehyd- 
Rgs Dimedon zu blockieren (LIBBERT 1960), weist auf [Ac in meinem Reaktions- 
produkt aus Tryptophan hin. 

Tryptophol (Indol-3-äthanol, TOH) ist als Intermediat der IES- 
Bildung aus Trypt wenig wahrscheinlich. IAc soll durch eine Aldehyd- 
oxydase umgesetzt werden (GORDON 1954) und nur unter anaeroben 
Bedingungen offensichtlich zu IES und TOH dismutieren (bei Agro- 
bacterium tumefaciens: KAPER und VELDSTRA). Der R,-Wert in IPOH 
und die Farbreaktionen des TOH (Stowr und THIMANN) sind denen von 
Xa (Tabelle 1) ähnlich; R, von TOH unmittelbar unterhalb IA, R, von 
Xa desgleichen. Allerdings liegen in IPOH alle neutralen Substanzen 
dicht beieinander; die R,-Werte für TOH in HAc bzw. H,O sind mir 
nicht bekannt; synthetisches TOH war nicht verfügbar. Gegen Identität 
von Xa und TOH spricht die Instabilität von Xa bei der Chromato- 
graphie; TOH würde nicht spontan zu IA und ICS umgesetzt werden. 

Mit den folgenden sauren Indolderivaten kann die neutrale Substanz Xa nicht 
identisch sein. Indol-3-milchsäure hat in IPOH einen etwas höheren R,-Wert als 
IES (Stowe und THIMANN); dort liegt in meinen Versuchen nur die Fluorescenz- 
Zone Fd. Indol-3-acrylsäure soll in IPOH/NH,/H,0 (80/5/15) in unmittelbarer 
Nähe von Indol laufen (VLıros und Mevupr) (?). Dort finde ich in der ätherischen 
Fraktion außer dem neutralen Xa nur die Fluorescenz-Zone Fa. Auch Indol-3- 
propionsäure tritt in meinen Versuchen nicht auf (vgl. die R,-Werte synthetischer 
IPS in Tabelle 1 mit denen der gefundenen Zonen). Indol-3-glycolsäure und Indol- 
3-glyoxylsäure sind ebenfalls, nach den Angaben verschiedener Autoren (FISCHER; 
GREENBERG et al.; KAPER und VELDSTRA; BENTLEY et al. 1956; MELCHIOR) be- 
urteilt, in meinen Versuchen nicht zu finden. 

Hinweise auf Kuppelungsprodukte von IES oder Trypt mit anderen Sub- 
stanzen gibt es in meinen Versuchen nicht. Das gilt für IES-Coenzym-A-Thioester 
(ZENK und LeoroLp), Indol-3-acetyl-asparaginsäure (GooD et al. 1956), Malonyl- 
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tryptophan (Goop und ANDREAE), 5-Hydroxytryptophan (STOWE und THIMANN) 
und Ascorbigen (KUTACEK et al.). 

Die Farbreaktionen und R,-Werte des /ES- Äthylesters (STOWE und 
THIMANN; SEN) und der Substanz Xa (Tabelle 1) sind ähnlich; in IPOH 
besitzt der Ester einen ähnlichen R,-Wert wie Indol, in H,O wie Trypt; 
beides gilt auch für Xa. Gegen Identität von Xa und IES-Äthylester 
spricht aber die Instabilität von Xa unter Zerfall zu ICS und die Un- 
wahrscheinlichkeit einer IES-Veresterung in vitro ohne Zusatz von 
Alkohol. 

Indol und Skatol können mit keiner meiner Substanzen der ätherischen Frak- 
tion (in der sie vorkommen würden) identisch sein, denn sie sind in den Laufmitteln 
HAc und H,O nicht nachweisbar (Tabelle 1). 

Wie ist der Hemmstoff-Einfluß auf die Tryptophanumsetzung zu er- 
klären ? Durch HS blockiert wird die Entstehung von IES und Yb; an- 
gereichert werden Xa, TNH,, Xb (?), ICS und IA; nicht beeinflußt Xe, 
Fa, Fb, Fe, Fd. Die IES-Oxydation wird nicht beeinflußt. — Von Xb 
möchte ich wegen der Unregelmäßigkeit, mangelnden Intensität und 
schlechten Definierbarkeit dieser Zone absehen. Die auf Nebenwegen 
liegenden ICS und IA werden unten besprochen. — Der Farbstoff Yb 
entsteht in geringerer Menge, wenn die IES-Bildung gehemmt ist; offen- 
sichtlich ist Yb ein Produkt des IES-Abbaus. Dafür spricht auch seine 
Anreicherung mit zunehmender Versuchsdauer. 

Für die folgende Diskussion nehme ich 2 später zu veröffentlichende 
Ergebnisse vorweg: Bei Einwirkung des TE auf Xa entsteht IES; und 
aus TNH, entsteht unter TE-Einfluß Xa. — Wenn die Umsetzung eines 
Intermediats blockiert wird, reichert sich dieses an. Es werden aber 
wenigstens 2 Intermediate angereichert: TNH, und Xa. Es gibt 3 Er- 
klärungsmöglichkeiten: 

1. TNH, und Xa liegen in gerader Reaktionsfolge zwischen Trypt 
und IES; der HS blockiert die Umsetzung von Xa. Durch die Xa- 
Anreicherung verschiebt sich das Gleichgewicht der enzymatischen 
Reaktionen, die zur Xa-Bildung führen; es kommt zur Anreicherung 
der vor Xa liegenden Intermediate. Dieser Interpretation widersprechen 
allerdings die experimentell begründeten Ansichten, daß der Haupt- 
weg der IES-Bildung nicht über TNH, führt (WıLpmann, FERRI und 
BonnER; GORDON 1956). 


> TNH, — > Xa LS AR Vb 
HS 


Trypt 





Auch das unregelmäßige Auftreten von TNH, in meinen Versuchen 
deutet darauf, daB dieses auf einem Nebenweg liegt. 

2. Durch Blockade' des Hauptweges wird ein ebenfalls zur IES fiih- 
render Nebenweg intensiviert. Die die beiden Wege einleitenden Enzyme 





mi 
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müßten ein gemeinsames Substrat (,,?“‘) angreifen, das begrenzt zur 
Verfügung steht, daher nicht Trypt sein kann. Die Schwierigkeit dieser 


__ TNH, 
Trypt ——> ? — } |- IES ——-+ Yb 
Kat 


Interpretation liegt in der Annahme eines Intermediärproduktes zwischen 
Trypt und TNH,. Der blockierte Hauptweg könnte über IBrS führen. 

3. Die angereicherte Substanz Xa braucht nicht auf dem Wege zur 
IES zu liegen, obwohl sie durch TE zu IES umgesetzt werden kann. 
Durch Blockade der IES-Bildung kann ein anderer Weg intensiviert 
werden, der normalerweise nicht zur IES führt, aber reversibel ist. 


‘, TNH, <_ m AR 
Try ——> 1 ~~ TY aid à 
a rs Tr 
HS 


Diese Interpretation wäre am wahrscheinlichsten, wenn Xa identisch 
mit Tryptophol sein sollte. Die obige Substanz ,,??“ wäre dann IAc, 
der normalerweise zu IES oxydiert wird und bei HS-Blockade der Oxy- 
dation dismutiert würde zu IES und Tryptophol. Bei anschließender 
HS-Entfernung könnte Tryptophol über IAc zu IES oxydiert werden. 

Indol-3-aldehyd und Indol-3-carboxylsäure werden stets durch HS 
intensiviert. Ihre Entstehung aus IAN (Literatur: Ray; auch FAwcETT 
et al.) scheidet in meinen Versuchen wegen Fehlens von IAN aus. — 
ICS und IA können bei enzymatischer Oxydation von IES entstehen 
(Literatur: Ray, auch MEeLcx10R 1958). Diese Entstehungsweise ist in 
meinen Versuchen höchstens untergeordnet: 1. besitzt das TE nur mini- 
male IES-Oxydase- Aktivität (LIBBERT 1960); 2. führt verminderte IES- 
Ausbeute zu erhöhter ICS- und IA-Ausbeute. 

Drei andere Bildungswege für IA und ICS sind in meinen Versuchen 
möglich: Beide Substanzen entstehen beim Spontanzerfall der IBrS 
(KAPER und VELDSTRA; LIBBERT unveröffentlicht), beim Spontanzerfall 
der Substanz Xa (diese Arbeit. Dadurch gelangt ICS in die neutrale 
Fraktion, s. S.9) und bei TE-Einwirkung auf TNH, (unverôffentlicht). 
Beide letzteren Wege (vielleicht auch der erstere ?) müssen bei HS-Ein- 
wirkung auf TE erhöhte IA- und ICS-Ausbeute ergeben. Sicher sind 
IA und ICS in meinen Versuchen heterogenen Ursprungs. 


Summary 
Buffered solutions of tryptophan were incubated with an impure 
enzyme preparation obtained from green pea plants. The enzymatical 
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reaction was interrupted after different times ; the reaction products were 
separated by shaking with ether and paperchromatographed. The fol- 
lowing reaction products were identified by colour reactions and R, values 
in three different solvent systems: indole-3-acetic acid (IES = IAA), 
with a gain of roughly 2—3%, indole-3-carboxylic acid (ICS — ICA), 
indole-3-carboxaldehyde (IA), tryptamine (TNH,), and two unknown 
indole derivatives; further two pigments partly originating from IAA- 
degradation and some fluorescing compounds originating enzymatically 
from tryptophan. Indole-3-pyruvic acid is unstable under the experi- 
mental conditions. The time course of the appearence of the different 
reaction products is reported. 

ICA and IA when present in the reaction product are not products 
from IAA-oxidation but products of spontaneous degradation of the 
unknown indole derivative Xa. This substance’ when rechromatographed 
yields ICA and IA, buth when eluated from the chromatograms and 
incubated with the enzyme preparation yields IAA. 

There is an endogenous inhibitor of TAA-production from trypto- 
phan in pea plants which can be extracted with ether. This inhibitor 
when present during the enzymatical tryptophan-digestion lowers rigo- 
rously the [AA-gain but increases the gain of the unknown intermediate 
Xa (and consequently the gain of ICA and IA). It is concluded that the 
intermediary step of [AA-production from Xa to IAA is blocked by 
the inhibitor. TNH, concentration is also increased by the inhibitor. 
The relationship between Xa and TNH, increase is discussed. 

Future work is concerned with the identification of the unknown 
intermediate Xa. 

Frl. CHRISTIANE HERRMANN danke ich herzlich für sorgfältige technische Assi- 
stenz. 
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Aus dem Botanischen Institut der Universität Rostock 


BLOCKADE DES GIBBERELLINSAURE-TRANSPORTS 
IN HYPOCOTYLSEGMENTEN DURCH TRIJODBENZOESAURE. 
ZUGLEICH EIN NEUER AGARBLOCKTEST 
AUF GIBBERELLINE * 


Von 
TERESA KENTZER und EIKE LIBBERT 


Mit 1 Textabbildung 
(Eingegangen am 5. September 1960) 


Schon in den frühesten Arbeiten über die bliihférdernde und andere 
Wirkungen der Trijodbenzoesäure (TIBA) wurden Veränderungen im 
Auxinstoffwechsel als Ursachen der TIBA-Effekte diskutiert (ZIMMER- 
MAN und Hrrococx). Für die Erklärung der Beziehungen zwischen 
TIBA und Auxin gibt es verschiedene Hypothesen (Zusammenstellung: 
LipBert 1959). Zumindest eine dieser Beziehungen konnte von mehre- 
ren Autoren sichergestellt werden: Die Blockade der Auxinleitung in 
der Pflanze durch TIBA (Kuse 1953, Hay 1956 u.a.). Während die 
Mehrzahl der Autoren den TIBA-Effekt als spezifisch auf den Auxin- 
transport gerichtet ansieht, hält LIBBERT die TIBA für eine Substanz, 
die eine allgemeine Hemmung energiebedürftiger Transportvorgänge in 
der Pflanze verursacht. Nachgewiesen wurde das allerdings nur für 
pflanzenfremde, synthetische Regulatoren und eine native, aber che- 
misch unbekannte Substanz. Es ist interessant zu erfahren, wie sich 
der Gibberellinsäure-Transport (ein nach KATo im Gegensatz zum Auxin- 
transport apolarer Mechanismus) unter der Wirkung von TIBA verhält. 

Zwischen Gibberellinsäure (GA) und Auxin besteht eine Wechselwirkung in Art 
eines Synergismus. Das wurde von vielen Autoren gefunden; wir beschränken uns 
auf die Feststellung von Brian und HEMMING und von KusE (1958), daß für die 
Wirksamkeit von GA in der Pflanze das Vorhandensein von Auxin Vorbedingung ist. 

Kuse (1958) zeigte, daß gewisse GA-Wirkungen durch TIBA-haltige Pasten- 
ringe aufgehoben werden können. Er erklärt das mit der nachgewiesenen Blockade 
des Auxin-Transports durch TIBA; in den vom Auxinnachschub abgeschnittenen 
Pflanzenteilen könne GA nicht mehr wirken. Ob TIBA daneben auch den GA- 
Transport selbst beeinflußt, wird von Kvse nicht erwogen. 

Zur Untersuchung des GA-Transportes bedienten wir uns der klassi- 
schen Methode, die zu untersuchende Substanz (GA) in einem Agar- 
bléckchen inkubiert der einen Schnittfläche eines zweiseitig isolierten 
Achsenorganes zuzuführen und die hindurchgeleitete Menge in einem 
zweiten Agarblöckchen aufzufangen und biologisch zu testen. Um eine 


* Herrn Prof. Dr. Dr. h. c. HERMANN VON GUTTENBERG zum 80. Geburtstag. 
Planta, Bd. 56 2b 
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Eluation der transportierten Substanz aus dem Acceptorbléckchen un- 
nôtig zu machen, ist die Anwendung einer GA-Testmethode nôtig, bei 
der GA in Agarblöckchen inkubiert appliziert wird, im Gegensatz zu 
den bekannten Testmethoden, bei denen GA-Lösung in flüssiger Form 
injiziert, aufgetropft oder aufgesprüht wird. Eine derartige Testmethode 
beschreiben wir untenstehend. 


Methode 

GA-Test. Material: Im Gewächshaus angezogene, 14 Tage alte 
Pflanzen der Zwergerbsensorte ,,De Grace“. Die Pflanzen hatten in 
diesem Alter 3 vollentwickelte Blätter. An der Basis des 3. Blattes 
wurde oberseits die Epidermis mit einer Rasierklinge entfernt und das 
Test-Agarblöckchen aufgesetzt. Dieses befand sich somit unmittelbar 
unterhalb der Gipfelknospe. Die Agarblöckchen waren 2 x 2 x 0,5 mm 
groß und enthielten 1,5% Agar-Agar. Um eine Austrocknung der Blöck- 
chen zu verhindern, wurden alle Pflanzen mit Bechergläsern zugedeckt 
und außerdem täglich die Bléckchen mit einem Tropfen Wasser an- 
gefeuchtet. 2, 4 und 6 Tage nach der Applikation der Blöckchen wurde 
der Zuwachs gemessen; und zwar von der Basis des 3. Blattes (dem 
Applikationsort) in der ersten Versuchsreihe bis zur Spitze der Pflanze, 
in der zweiten Versuchsreihe bis zum nächsthöheren Knoten. 

Transportversuche. Material: Im Gewächshaus gezogene, 8 Tage alte Keim- 
linge von Helianthus annuus (‚Bernburger Futtersonnenblume“). Die Wurzel 
wurde abgetrennt und die oberirdischen Teile fiir 8 Std zu je 20 Stiick in 10 ml 
einer TIBA-Lösung (100 ppm) gestellt. Kontrollobjekte standen währenddessen 
in destilliertem Wasser. Dann wurde 5mm unterhalb der Kotyledonen je ein 
5 mm langer Zylinder aus jedem Hypocotyl geschnitten und mit seiner basalen 
Schnittfläche auf ein Acceptorblöckchen aus reinem Agar (Größe s. oben) gestellt. 
Auf die obere Schnittfläche wurden die Donatorblöckchen gesetzt, die 200 ppm 
GA ‘enthielten. Während der Transportzeit von 3 Std standen die Objekte in 
einer feuchten Kammer (auf Objektträgern in mit feuchtem Filtrierpapier aus- 
gekleideten Petrischalen). Anschließend wurden die abgenommenen Acceptor- 
blöckchen 6 Std in einer feuchten Kammer belassen. Das verwendete GA-Präparat 
war reine Gibberellinsäure (Gibberellin A,). 


Ergebnisse und Diskussion 

Es wurden 2 Versuchsreihen angesetzt, von denen jede 4 Varianten 
mit je 10 Pflanzen umfaßte. Die Varianten waren folgende: a) Agar- 
blöckchen mit 200 ppm GA den Testpflanzen (Zwergerbsen) aufgesetzt; 
b) Acceptorblöckchen nach Transportversuchen durch unbehandelte 
Zylinder den Testpflanzen aufgesetzt; c) Acceptorblöckchen nach Trans- 
portversuchen durch TIBA-behandelte Zylinder den Testpflanzen auf- 
gesetzt; d) reine Agarblöckchen den Testpflanzen aufgesetzt. 

Die Ergebnisse der 1. Versuchsreihe sind in Tabelle 1 und Abb. 1 dar- 
gestellt. Die Signifikanzangaben basieren auf dem t-Test. Die Zuwachs- 
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unterschiede zwischen GA-behandelten und unbehandelten Kontroll- 
pflanzen sind bereits nach 2 Tagen sehr deutlich und hochsignifikant. 
Das beweist die Eignung der Testmethode als Test für GA. Die 
Acceptorblöckchen, die die durch unbehandelte Hypocotylzylinder ge- 
leitete GA auffingen, enthalten verständlicherweise weniger GA als die 
Kontroll-GA-Blôckchen. Wichtig ist aber, daß in denjenigen Acceptor- 
blöckchen, die zum Auffangen der durch TIBA-behandelte Zylinder 
transportierten GA dienten, noch weniger GA nachweisbar ist und daß 
der Unterschied im Leitvermögen zwischen unbehandelten und TIBA- 
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Abb. 1. Versuchsreihe 1. Zuwachs der Testpflanzen als Maß der transportierten GA-Menge. 
Ordinate: Lange der Testpflanzen in % der mit reinem Agar behandelten Kontrollpflanzen, 
gemessen von der Applikationsstelle des Testbléckchens bis zur Spitze, Mittelwerte aus 
je 10 Pflanzen. a Kontrollen mit 200 ppm GA; b GA transportiert durch unbehandelte 
Hypocotylzylinder; ce GA transportiert durch TIBA-behandelte Hypocotylzylinder 


behandelten Zylindern hochsignifikant ist (Tabelle 1). — Die Differenz 
zwischen den Zuwachsraten nach GA-Transport durch unbehandelte 
und denen nach Transport durch TIBA-behandelte Zylinder wird mit 


Tabelle 1. Versuchsreihe 1 
Zuwachs der Testpflanzen als MaB der transportierten GA-Menge. Zahlen: 
Länge der Testpflanzen in mm von der Applikationsstelle des Testblöckchens bis 
zur Spitze, Mittelwerte aus je 10 Pflanzen. 











GA transportiert durch 
Zeitdauer Kontrolle: Di a he tides Kontrolle: ene 
in Tagen 200 ppm GA reiner Agar (P =0,001) 
ohne TIBA mit TIBA si 
2 63,6 52,3 48,1 29,8 6,8 
4 78,1 68,8 58,0 41,4 6,0 
6 94,3 85,3 62,5 48,2 5,9 




















zunehmender Dauer des GA-Tests grôBer, ein Zeichen dafür, daB im 
letzteren Falle die transportierte GA-Menge so gering ist, daB ihr Effekt 
auf die Testobjekte sich bald erschôpft (Abb. 1). 


Schlüsse auf die transportierte GA-Menge und damit auf die Transport- 
geschwindigkeit können aus den vorliegenden Experimenten nicht gezogen werden, 
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da wir keine Konzentrations/Wirkungskurve fiir GA mit dem beschriebenen Test 
aufgestellt haben. 

Die 2. Versuchsserie (Tabelle 2) unterscheidet sich von der ersten 
nicht nur durch die andere Art der Auswertung (an den Testpflanzen 
nur die Lange des Internodiums oberhalb der Applikationsstelle ge- 
messen statt ganze Sproßlänge über der Applikationsstelle), sondern 
auch durch die Verwendung einheitlicheren Testmaterials: Zum Test 
wurden nur solche Pflanzen verwendet, bei denen das zu messende 
Internodium vor der GA-Applikation 9—10 mm lang war. Bei den Kon- 
trollpflanzen ohne GA erreichten die Internodien mit 22 mm ihre maxi- 
male Länge, die für ausgewachsene Internodien dieser Zwergerbsensorte 


Tabelle 2. Versuchsreihe 2 
Zuwachs der Testpflanzen als Maß der transportierten GA-Menge. Zahlen: 
Länge der Testpflanzen in mm von der Applikationsstelle des Testblöckchens bis 
zum nächsthöheren Knoten, Mittelwerte aus je 10 Pflanzen. 











GA transportiert durch soni fi 
Zeitdauer Kontrolle: Hypenatyiny lindas Kontrolle: Fate 
in Tagen 200 ppm GA reiner Agar (P = 0,001) 
ohne TIBA | mit TIBA i 
2 23,3 24,4 20,6 17,3 4,4 
4 42,8 38,8 28,7 21,3 5,3 
6 52,5 44,9 32,7 22,1 4,5 




















typisch ist. Die Internodien GA-behandelter Pflanzen werden weit 
länger. — Im übrigen bestätigt die 2. Versuchsserie in jeder Weise die 
Ergebnisse der ersten. 

Ebenso wie LIBBERT für das Verhältnis zwischen IES und TIBA ausgeführt 
hat, halten wir auch die Beziehungen zwischen GA und TIBA für kausal vielseitig; 
mit anderen Worten: TIBA dürfte mehrere Effekte auf den GA-Haushalt haben. 
Zum Beispiel werden dem von KIERMAYER beschriebenen Synergismus zwischen 
den beiden Substanzen andere Ursachen unterliegen als eine Transportblockade. 

Der in unseren Versuchen geführte Beweis einer Hemmung des 
GA-Transports durch TIBA bestätigt die Ansicht, daß TIBA eine all- 
gemeine Blockade energiebedürftiger Transportvorgänge in der Pflanze 
verursacht. 

Summary 

Gibberellic acid (GA) was incubated in agar blocks, transported 
through hypocotyl sections of sunflower plants, and collected in acceptor 
blocks of plain agar. The amount of GA transported through the 
sections was tested with dwarf pea plants using a new test method in 
which the acceptor block was applied directly to the test plant. The 
GA transport was significantly lower through hypocotyl section from 
plants which had been treated with triiodobenzoic acid (TIBA) before 
isolation of the sections. TIBA inhibits the transport of GA. 
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ENDOGENER RHYTHMUS UND CO,-STOFFWECHSEL 
BEI PFLANZEN MIT DIURNALEM SAURERHYTHMUS* ** 


Von 
E. L. NUERNBERGK 


Mit 20 Textabbildungen 
(Eingegangen am 15. September 1960) 


I. Einleitung 

Die nachfolgend beschriebenen Versuche und die sie ergänzende 
Diskussion schlieBen an drei bzw. vier verschiedene Arbeiten an (NUERN- 
BERGK 1954, 1955a, b, 1957), die sich vor allem mit dem CO,-Stoff- 
wechsel von Pflanzen mit succulenten Assimilationsorganen beschäf- 
tigen. Als HauptmeBinstrument wurde bei den Untersuchungen der 
Ultrarot-Absorptionsschreiber (URAS) benutzt. 

Die ganze Versuchseinrichtung wurde seit meiner ersten Veröffent- 
lichung (1954) ständig verbessert (vgl. Femypt 1960), ohne daß sich 
prinzipiell an den im Laufe von 6—7 Jahren erhaltenen experimentellen 
Ergebnissen Wesentliches geändert hat. Ich glaube daher, daß der von 
mir beobachtete eigenartige CO,-Stoffwechsel und endogene Rhythmus 
auf keinerlei ‚‚Zufalistreffer‘‘ beruhen. 

Obwohl m. E. meine Befunde bei der theoretischen Interpretation 
des diurnalen Säurestoffwechsels der Succulenten berücksichtigt werden 
müßten, haben andere Autoren von ihnen nur vereinzelt Notiz ge- 
nommen. Auch Ranson-THomas (1960) gehen in ihrer Übersicht über 
den Crassulaceen-Säurestoffwechsel (CAM) nicht auf sie ein. Ich will 
daher, bevor ich meine neuen Untersuchungen beschreibe, nochmals 
kurz den Hergang des CO,-Stoffwechsels bei Succulenten schildern, 
wie er sich aus meinen bisherigen Versuchsergebnissen konstruieren läßt. 
Dabei ist zu berücksichtigen, daß sich meine Experimente immer auf 
den gesamten CO,-Stoffwechsel intakter Pflanzen im Verlaufe einer 
längeren Periode von mindestens 24 h erstrecken, nicht etwa auf kurz- 
fristige Erscheinungen, die im einzelnen innerhalb des größeren Rahmens 
beobachtet werden können. Ich denke hier z. B. an solche Versuche, 


* Herrn Prof. Dr. Dr. h. c. H. v. GUTTENBERG zum 80. Geburtstag gewidmet. 

** Folgende Abkürzungen wurden verwandt: ADP = Adenosin-Diphosphat; 
ATP = Adenosin-Triphosphat; CAM = Crassulaceen-Säurestoffwechsel (Crassu- 
lacean acid metabolism); DPN — Diphosphorpyridinnucleotid; DPNH, = redu- 
ziertes Diphosphorpyridinnucleotid; Pi = anorganisches Phosphat (inorganic phos- 
phate); PEP = Phosphoenolbrenztraubensäure (Phosphoenolpyruvat); PGA = 
Phosphoglycerinsäure (Phosphoglyceric acid); RDP = Ribulosediphosphat; TPN = 
Triphosphopyridinnucleotid; TPNH, = reduziertes Triphosphopyridinnucleotid. 
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wo nach einer kurzen Bestrahlung die zuerst in einzelnen Blättern auf- 
tretenden Stoffwechselprodukte analysiert worden sind. 

Alle Versuchspflanzen wurden in Bimskies kultiviert und 2—3mal wöchentlich 
mit Nährlösung begossen. Diese hatte folgende Zusammensetzung: Auf 1000 ml 
Wasser kommen 10 mg NaNO,, 200 mg MgSO, : 7 H,O, 350 mg Ca(NO,), : 4 H,O, 
330 mg KH,PO,, 100 mg CO(NH,),, 15 mg Ferricitrat und 1 ml Hoaglandsche 
A-Z-Spurenelementlösung. Die Konzentration beträgt etwa 1°/,. Angesäuert auf 
pr 5,5 wird mit Phosphor- oder Salpetersäure. 

Als Lichtquelle diente, wenn nichts anderes angegeben ist, die Hochdruck-Hg- 
Lampe mit Leuchtstoff, Type HPL 400 W von Philips. 

Bei vielen Pflanzen mit diurnalem Säurerhythmus gibt es einen 
parallel verlaufenden 24stündigen Rhythmus des Kohlendioxyd-Stoff- 
wechsels (NUERNBERGK 1954, 1955a, b, 1957). Der Rhythmus besteht 
in einer starken CO,-Aufnahme während der Dunkelperiode und einer 
schwachen Kohlendioxydabgabe oder -aufnahme während der Licht- 
periode (S. 55ff.). Das in der Dunkelperiode aufgenommene CO, wird 
in Form von l-Äpfelsäure gespeichert, wodurch die starke Aciditäts- 
zunahme des Zellsaftes während dieser Periode zustande kommt. In 
der Lichtperiode wird die Äpfelsäure wieder abgebaut, während gleich- 
zeitig die Acidität abnimmt. In extremen Fällen wird praktisch alle, 
für die Assimilation notwendige CO, in der vorhergehenden Dunkel- 
periode gespeichert, und die Pflanze nimmt während der Lichtperiode 
überhaupt kein CO, auf oder gibt dann sogar geringe Mengen CO, 
— vielleicht infolge ihrer Atmung — ab. 

Möglicherweise kommt die Kohlendioxyd-Speicherung durch Wasser- 
stoffübertragung mittels reduzierter Pyridinnucleotide (TPNH, oder 
DPNH,) zustande (S. 64ff.). In der Lichtperiode werden die während 
der Dunkelperiode oxydierten Coenzyme wieder durch Aufnahme von 
Lichtenergie reduziert. 


II. Die Voraussetzungen für das Auftreten der nächtlichen CO,-Fixierung 

Damit die nächtliche Kohlendioxydbindung zustande kommt, müssen 
mindestens 3 Bedingungen erfüllt sein: 

1. das Vorhandensein des enzymatischen Reaktionssystems; 

2. eine genügende Succulenz der assimilierenden Gewebe, d. h. eine 
ausreichende Speicherungsmöglichkeit für die Äpfelsäure; 

3. eine unterschiedliche Permeabilität (Intra- und Extrabilität)! 
der Chlorophyll enthaltenden Zellen für CO, bei Licht und in Dunkelheit. 


Zu 1. Man kann annehmen, daß das enzymatische Reaktionssystem 
als Voraussetzung für das Auftreten des De Saussure-Effektes (nächt- 


1 Der Begriff ,,Permeabilität wird von mir hier provisorisch gebraucht. 
Hierüber bzw. über die Art der Diffusion von CO, in die Zellen von Landpflanzen 
ist bisher nur äußerst wenig bekannt (vgl. RABINOwITSOH 1951, 1956 und VAN DEN 
Honert 1930, 8. 227). 
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liche CO,-Speicherung) immer vorhanden ist (vgl. Ranson-THomas |. c., 
S. 97). Dieses erhellt daraus, daß nur chlorophyllhaltige Organe zur 
Speicherung befähigt sind, und daß die Voraussetzung für ihr Eintreten 
eine ausreichende vorherige Beleuchtung ist. Merkwürdigerweise ist dieser 
Kardinalpunkt von allen neueren Forschern auf unserem Gebiet über- 
sehen oder nicht genügend berücksichtigt worden, obwohl doch schon 
DE VRIES (1884) die Abhängigkeit des Grades der nächtlichen An- 
säuerung von der Lichtmenge während des vorangegangenen Tages 
beobachtet hatte (vgl. NUERNBERGK 1957, S. 209). 

Da nun der Chlorophyllapparat nach den bisherigen Feststellungen 
stets Wasserstoff übertragende Enzymsysteme enthält, und für ihre 
Wirkung beim CAM nur notwendig ist, daß sie mit Hilfe der vom 
Chlorophyll aufgenommenen Lichtenergie reduziert werden, ist es nicht 
notwendig, daß die Succulenten mit CAM noch spezifische Enzyme 
enthalten, die bei Pflanzen mit ‚‚normaler‘‘ Photosynthese nicht vor- 
handen sind. 

Zu 2. Dieses ergibt sich auch aus der Analyse der 2. Bedingung. 
Ranson-THomas (1960, S. 85, 97, 98)! machen in ihrer Übersicht mit 
Recht darauf aufmerksam, daB die Entstehung des Malats und seine 
Speicherung in der Zelle an getrennten Orten stattfindet. Die Malat- 
bildung erfolgt, wie schon oben erwähnt, nur in grünen Organen und 
ist daher an das Vorhandensein von Chlorophyll gebunden. Dieses 
findet sich nur im Cytoplasma, und daher kann auch nur das Cyto- 
plasma der Syntheseort für die Äpfelsäure sein. Andererseits können 
die bedeutenden Mengen Malat, die vor allem während der Nacht bzw. 
der ersten Stunden der Nyctoperiode gebildet werden, nicht im Cyto- 
plasma verbleiben, sondern werden in der Vacuole gespeichert. 

Aus diesen Tatsachen ist es verständlich, daß nur succulente Blätter 
mit großen Vacuolen in den Zellen in der Lage sind, eine CO,-Speiche- 
rung auszuführen. 

Ein schönes Beispiel ist hierfür Kalanchoe blossfeldiana (NUERN- 
BERGK 1955a, b, S.69 und 1957, S. 288). Meine URAS-Versuche 
zeigten bei dieser Art, daß nur die succulenten, im Kurztag gebildeten 
Blätter den De Saussure-Effekt aufweisen, nicht aber die dünnen, im 
Langtag erzeugten Blätter. Analoge Verhältnisse findet man ferner 
bei vielen Orchidaceae, Euphorbiaceae und Asclepiadaceae. Auch hier 
sind die untersuchten Species mit succulenten Assimilationsorganen 
zur Speicherung befähigt, bei den Orchidaceae z.B. Cattleya, Encyclia 
atropurpurea, Epidendrum ellipticum, E. schomburgkii, Schomburgkia, 
nicht aber dünnblättrige Arten, wie Coelogyne cristata, Cymbidium, 
Paphiopedilum und Thunia. In gleicher Weise gibt es bei der Ascle- 


1 Die von Ranson-THomas (1. c.) berücksichtigten Arbeiten werden weiterhin 
nur besonders zitiert, soweit dieses erforderlich ist. 











piadacee Hoya carnosa mit dicken Blättern eine Speicherung, bei Hoya 
bella mit dünnen Blättern aber keine, bei der cereusartigen Euphorbia 
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Bryophyllum daigremontianum, Blattquerschnitt (mit De Saussure-Effekt) 


grandidens CO,-Speicherung, nicht aber bei den mit größeren, dünnen 
Laubblättern versehenen Euphorbia pulcherrima (vgl. NUERNBERGK 
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Schnitt durch die erste Zellschicht unter der Epidermis 





Langsschnitt durch das Assimilationsparenchym, 
nahe der Blattunterseite 
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t=Intercellularen & 
Abb. 2a u. b. Bryophyllum daigremontianum. a Schnitt durch die erste Zellschicht unter 
der Epidermis; b Langsschnitt durch das Assimilationsparenchym, nahe der Blattunterseite 
1957, Abb. 11) und E.splendens. Schließlich sind hier auch noch die 
succulenten Cactaceae, z. B. Zygocactus mit Speicherung und als Gegen- 
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Abb. 3. Epidendrum ciliare, Blattquerschnitt (mit De Saussure-Effekt) 
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satz dazu die nicht succulente Cactusart Peireskia aculeata ohne Speiché- 
rung zu nennen. 

Das Vorhandensein von Pseudobulben oder allgemein mäßig ver- 
dickten Sproßachsen (z. B. bei Euphorbia splendens) ist dabei gleich- 
gültig, so haben Epidendrum ellipticum und E. schomburgkii keine, 
Coelogyne und Cymbidium aber wohl Pseudobulben. Vielleicht ist der 





Blattquerschnitt, c=Cuticula, ep=Epidermis, ass=Assymilatic ‚achym 


scl=Sclerenchym, sclt=sclerenchym. Zellen mit Tüpfelkanalen, xy lem, 
k=Kristallconglomerate, p=parenchym. Zellen m-Membranporen, phl=Phloem. 
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Abb. 4. Cymbidium pauwelsii hort. Blattquerschnitt (ohne De Saussure-Effekt) 


Chlorophyligehalt der mehr oder weniger verdickten SproBorgane zu 
gering, so daß die Möglichkeit der Aufnahme von genügend Licht- 
energie zur Enzym-Reduktion nicht gegeben ist. 

Es gibt aber nun auch Pflanzen mit succulenten Blättern, die 
keinerlei nächtliche CO,-Speicherung ausführen und auch keinen aus- 
geprägten CAM haben (NUERNBERGK 1955a). Sie finden sich vor allem 
unter den Mesembryanthemaceae und wohl auch den Bromeliaceae. Trotz 
äußerlich mehr oder weniger gleichen suceulenten Habitus der Assimila- 
tionsorgane zeigen einige Arten bzw. Gattungen einen De Saussure- 
Effekt, andere aber nicht. Unter den succulenten Mesembryanthemaceae 
findet man diesen Gegensatz bei Faucaria hybrida mit Speicherung, 
Gibbaeum shandii, Glottiphyllum (NUERNBERGK 19558) und Oscularia 
(NUERNBERGK 1957) ohne Speicherung. Bergeranthus multiceps nimmt 
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mit einem sehr schwachen De Saussure-Effekt eine Mittelstellung ein. 
Bei den Bromeliaceae haben Billbergia nutans, Neoregelia ampullaceae 
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Abb. 5. Faucaria duncanii. Blattquerschnitt (mit De Saussure-Effekt) 


und Nidularium mayendorffii eine CO,-Speicherung, Aechmea dagegen 

nicht. Peperomia (Piperaceae) zeigt ebenfalls trotz der dicken Blätter 

keinen De Saussure-Effekt. Dasselbe gilt für Columnea, Zebrina pendula 
3* 
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und Drosera binata sowie die diinnblattrigen Asplenium nidus, Eucalyptus, 
Fragaria, Saxifraga sarmentosa und Sinningia. 

Möglicherweise hätten nun anatomische Unterschiede im Blattbau 
einen Grund für die Fähigkeit einer Pflanze, CO, in der Nacht zu 








a = Anthocyan 
ep = Epidermis 
À ass = Assimilationspar. 
4 ZW = solierte Wasserzellen 
W =Wassergewebe 
t = Intercellularen 
r = Raphidenbündel 





Abb. 6. Glottiphyllum suave. Querschnitt durch den Assimilationsmantel des Blattes 
(ohne De Saussure-Effekt) 


speichern, oder ihr Unvermögen dazu, bilden können. Aus den nach 
Handschnitten gezeichneten Abb. 1—9! des anatomischen Aufbaues der 
Assimilationsorgane einer Anzahl Succulenten mit und ohne Speicherung 
ist aber ersichtlich, daß dieses nicht der Fall ist. Es sind keine in die 
Augen fallenden Differenzen vorhanden, aus denen auf das Vorhanden- 
sein des Speicherungsvermögens geschlossen werden könnte, sofern man 
von der unterschiedlichen Organdicke absieht (s. oben). 


1 Die Schnitte und Zeichnungen wurden dankenswerterweise von Fräulein 
GIsELA Brink angefertigt. 
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Im allgemeinen sind alle untersuchten Assimilationsorgane dadurch 
charakterisiert, daß man kein eigentliches Palisadengewebe findet, wohl 
aber groBe Intercellularen. Ferner kommen die Chloroplasten in dem 
assimilierenden Gewebe bzw. den fiir die Speicherung in Frage kommen- 





ass = / 4ssimilati 1p enchym 
IW= isolierte rzelle 
r =Raphidenbündel 





Abb. 7. Glottiphyllum suave. Längsschnitt durch das Assimilationsparenchym 


den Zellen sehr zerstreut vor. Ob sich die vielfach vorhandenen, prak- 
tisch chlorophyllfreien Wasserzellen der Mesembryanthemaceae an der 
Speicherung von Malat beteiligen, bleibe dahingestellt. Ein gewisser 
Chlorophyllgehalt in den Zellen muß wohl anwesend sein, um sie zur 
Speicherung zu befähigen. Jedenfalls weisen solche Pflanzen wie Zebrina 
pendula, die nur groBe wasserhaltige Epidermiszellen ohne Chlorophyll 
besitzen oder diejenigen Orchideen, die zwar Pseudobulben haben, deren 
Blatter aber relativ diinn sind, keinen De Saussure-Effekt auf. 
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Abb. 8. Hoya carnosa. Blattquerschnitt (mit De Saussure-Effekt) 
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An dieser Stelle sind auch diejenigen Pflanzenarten zu erwähnen, die 
nach BoRGSTRÖM (1934, 1938) ihren diurnalen Säurestoffwechsel nicht 
auf der Basis von l-Äpfelsäure, sondern von d-Isocitronensäure aus- 
führen (vgl. NUERNBERGK 1957, S. 210). Bei einigen Vertretern dieser 


penta eso cu=Cuficula, ep=Epidermis, hy=Hypodermis, 
sparenchym, i=Intercellularen , k=Kristalldruse 
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Abb. 9. Hoya bella. Blattquerschnitt (ohne De Saussure-Effekt) 


physiologischen Gruppe, wie Sedum dendroideum, S. maroccanum, Kleinia 
amaniensis, K. anteuphorbium und K. articulata prüfte ich den CO,-Stoff- 
wechsel, doch war keinerlei Kohlendioxydspeicherung im Dunkeln zu be- 
obachten. Quantitativ scheint eine etwaige CO,-Speicherung in Form 
von d-Isoeitronensäure nur von untergeordneter Bedeutung für den 
CO,-Gesamtstoffwechsel zu sein. Das ergibt sich auch aus den Versuchen 
von VickERY (1959). Ob Aloe arborescens, welche nach BoORGSTRÖM 
(1934b) viel Citrat enthält und trotzdem stark speichert (NUERNBERGK 
1955a), eine Ausnahme bildet, bleibe vorerst dahingestellt. 
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Tabelle 1 


Das Vorkommen des De Saussure-Effektes 





Pflanzenarten 


Pflanzenarten 








mit nächtlicher CO,-Speicherung ohne nächtliche CO,-Speicherung 

Asclepiadaceae 
Hoya carnosa Hoya bella 
Stapelia variegata 

Bromeliaceae 
Billbergia nutans Aechmea 
Neoregelia ampullacea 
Nidularium mayendorffii 
Cactaceae 


Echinopsis eyriesii var. 
Mamillaria rhodantha 
Phyllocactus pfersdorffii 
Zygocactus truncatus 


Bryophyllum crenatum 
Bryophyllum 
crenatum X daigremontianum 
Bryophyllum daigremontianum 
Bryophyllum tubiflorum 
Echeveria kircheriana 
Kalanchoe blossfeldiana 
(Kurztagblätter) 
Kalanchoe welwitchii 
Sempervivum tectorum 


Euphorbia grandidens 


Aloe arborescens 
Aloe aristata 
Gasteria verrucosa 
Sanseviera trifasciata 


Peireskia aculeata 


Compositae 

Kleinia amaniensis 
Kleinia anteuphorbium 
Kleinia articulata 


Crassulaceae 


Kalanchoe blossfeldiana 
(Langtagblatter) 
Sedum dendroideum 





Euphorbiaceae 
Euphorbia pulcherrima 
Euphorbia splendens 


Liliaceae 


Mesembr yanthemaceae 


Bergeranthus multiceps z. T. 
Faucaria hybrida (Faucaria 
coronata X F. armstrongii) 


Cattleya labiata var. 
Epidendrum ellipticum 
Epidendrum schomburgkii 
Encyclia atropurpurea 
Schomburgkia crispa 


Bergeranthus multiceps z. T. 
Gibbaeum shandii 
Glottiphyllum herrei 
Oscularia deltoides 


Orchidaceae 

Cymbidium lowianum 
Coelogyne cristata 
Paphiopedilum insigne 
Thunia marshalliana 
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Tabelle 1 (Fortsetzung) 


Pflanzenarten Pflanzenarten 
mit nächtlicher CO,-Speicherung ohne nächtliche CO,-Speicherung 











Verschiedene Familien 

Asplenium nidus 

Avena sativa 

Begonia hybrida 
„Gloire de Lorraine“ 

Brassica oleracea var. gongylodes 

Coleus hybridus 

Columnea 

Cucumis sativus 

Drosera binata 

Eucalyptus globulus 

Fragaria 

Lactuca sativa 

Peperomia 

Nicotiana tabacum 

Peperomia 

Primula obconica 

Saxifraga sarmentosa 

Sinningia hybrida 

Zebrina pendula 





Eine Ubersicht über das Vorkommen des De Saussure-Effektes bei den 
bisher von mir mitdem URAS untersuchten Pflanzenarten gibt Tabelle 1. 

Fassen wir noch einmal das in diesem Abschnitt Gesagte zusammen, 
so ergibt sich, daB zwar eine gewisse Succulenz der assimilierenden 
Organe Voraussetzung für eine nächtliche CO,-Speicherung ist, im übrigen 
aber nicht notwendigerweise zu einer Speicherung führen muB. Hier 
dürfte nun die dritte Bedingung, eine unterschiedliche Permeabilität des 
Cytoplasmas samt seiner Grenzflächen für CO, bei Licht und Dunkelheit 
mit ihrer Wirkung einsetzen. 

Zu 3. Bei Succulenten ist der Weg für das Kohlendioxyd zwischen 
den Chloroplasten, Wasser speichernden Zellen und Intercellularen be- 
sonders groß. Das CO, muß erheblich mehr Plasmaschichten bzw. -grenz- 
flächen im Verlaufe des CO,-Stoffwechsels passieren als bei nicht succu- 
lenten Blättern. Daher können die vom Licht verursachten Permeabili- 
tätsänderungen des Plasmas und seiner Grenzflächen den Prozeß der 
Kohlendioxydaufnahme und -abgabe stark beeinflussen. 

Einen starken Ausdruck finden diese Permeabilitätsänderungen bei 
plötzlichen Übergängen von Licht zu Dunkelheit und umgekehrt. Es 
treten dann charakteristische Sprünge in den CO,-Stoffwechselkurven 
auf, die ich seinerzeit (1955b, S.74ff., S.83) schon beschrieben und mit 
den Befunden anderer Autoren verglichen habe (1955b, S. 86). 

Parallelen zu diesen Erscheinungen findet man bei den Lichtwachs- 
tumsreaktionen der Blätter und anderen reizphysiologischen Vorgängen 
(s. NUERNBERGK 1955b, S. 86ff., 1957, S. 218ff.). Besonders bei den 
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Variationsbewegungen diirften die durch Licht/Dunkelwechsel indu- 
zierten Permeabilitätsänderungen im Gewebe der mit dicken Parenchym- 
wülsten ausgestatteten Blattgelenke zur Entstehung dieser Bewegungen 
beitragen. 

Wenn sich im übrigen der diurnale CO,-Stoffwechsel in mit großen 
Vacuolen versehenen Blattorganen besonders stark manifestiert, so ist 
das vielleicht ein weiterer Hinweis für die Bedeutung der Weglänge, die 
das Kohlendioxyd in succulenten Blattorganen bis zu den Orten seiner 
chemischen Umwandlung zurückzulegen hat. Verdunkelungsversuche 
mit einzelnen Blattpaaren ergaben nämlich bei Bryophyllum daigremon- 
tianum, daß an der Periodizität des CO,-Stoffwechsels weit überwiegend 
die unteren Blattpaare beteiligt sind (Abb. 12). Die Abschirmung dieser 
Blätter vor Licht mit schwarzem Papier führt zu einer starken Ver- 
kleinerung der Ausschläge der CO,-Stoffwechselkurven. Diese Fest- 
stellung stimmt ganz mit der Hauptbeteiligung der älteren Blätter am 
CAM überein. Möglich wäre es freilich auch, daß die jüngeren Blätter nur 
deshalb mangelhaft reagieren, weil sie nur kleine Vacuolen besitzen und 
deshalb nicht genügend Malat speichern können. 

Die Tatsache, daß vor allem bei manchen Mesembryanthemaceae 
trotz Blattsucculenz kein De Saussure-Effekt zu beobachten ist, steht 
m. E. mit der von mir angenommenen Bedeutung des Permeabilitäts- 
faktors für das Zustandekommen dieses Effektes nicht in Widerspruch. 
So gibt es ja auch nahe verwandte Pflanzenarten mit Blattgelenken, von 
denen einige nyctinastische Bewegungen ausführen, andere aber nicht 
(Hanserre 1890; vgl. auch GoEBEL 1924). Auch reagieren lange nicht 
alle Blätter so empfindlich auf Licht und Dunkelheit wie diejenigen von 
Mimosa pudica oder Phaseolus. In allen diesen Fällen dürfte eine sehr 
unterschiedliche Empfindlichkeit der Permeabilität der betreffenden 
Zellen gegenüber dem Wechsel von Licht und Dunkelheit vorliegen, und 
bei dem periodischen CO,-Stoffwechsel braucht daher grundsätzlich 
nicht daran gedacht zu werden, daß dessen Chemismus in dem einen 
Falle wohl, in dem anderen aber nicht auf die Bildung und Speicherung 
größerer Malatmengen eingerichtet ist. 


III. Der Einfluß des endogenen 24 h-Rhythmus auf die Gestalt 
der CO,-Stoffwechselkurven 

Die Parallelität zwischen dem periodischen CO,-Stoffwechsel und dem 
Ablauf der Variationsbewegungen der Blätter bezieht sich auch auf die 
endogenen Komponenten, denen alle diese Vorgänge neben der aitio- 
nomen Steuerung durch den Licht/Dunkelwechsel unterliegen. So ent- 
spricht den in der Regel im 24 h-Rhythmus bei Dauerlicht sich ab- 
spielenden Blattbewegungen ein gleicher Rhythmus der CO,-Aufnahme 

und -Abgabe bei den Kohlendioxyd speichernden Pflanzenarten. 
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Früher glaubte ich (1957, S. 213, 223), daß zwischen dem Rhythmus 
des Kohlendioxyd-Stoffwechsels im Dauerlicht als spezifischer Erschei- 
nung und der Fähigkeit zur nächtlichen CO,-Fixierung zu unterscheiden 
und z. B. bei der Kohlendioxyd-Speicherung der Orchideen keine endo- 
gene Komponente vorhanden sei. Nach neueren Untersuchungen trifft 
dies aber nicht zu. Alle von mir untersuchten Pflanzenarten einschließ- 
lich der Orchidaceae weisen bei Dauerlicht einen endogenen 24 h-CO,- 
Stoffwechsel-Rhythmus auf, sofern sie den De Saussure-Effekt zeigen. 
Der Rhythmus ist zwar je nach der Species unterschiedlich und teilweise 
nur schwach ausgeprägt, doch ist er immer vorhanden. RAnson-THoMAS 
(1960) haben diesen interessanten Aspekt der Erforschung des ,,Cras- 
sulaceen-Stoffwechsels‘‘ nicht berücksichtigt, da die von ihnen zitierten 
Autoren sich hiermit nicht abgegeben haben. Nur Wırkıns (1959, 1960) 
beschreibt einen Atmungsrhythmus, der in gewisser Hinsicht mit dem 
von mir aufgefundenen Rhythmus zu vergleichen ist (s. S. 50). 

Schon 1955 (NUERNBERGK 1955b, S. 76) und 1957 (S. 216) trachtete 
ich danach, experimentell den 24 h-Rhythmus zu verändern. Hierzu 
wurden die Versuche mit dem 36 h-Rhythmus unternommen, da hierfür 
eine geeignete Schaltuhr zur Verfügung stand. Am meisten bemerkens- 
wert war bei diesen Experimenten, daß sehr lange, d.h. mindestens 
1—1!/, Jahre lang im 36 h-Rhythmus kultivierte Pflanzen von Bryo- 
phyllum daigremontianum. den De Saussure-Effekt nicht mehr zeigen, 
sondern ebenso wie normale Pflanzen ohne diurnalen Rhythmus bei 
Licht CO, aufnehmen und bei Dunkelheit CO, abgeben (vgl. das oben 
Gesagte und S.46). Es war also nicht möglich, einen regelrechten 
36 h-Rhythmus des CO,-Stoffwechsels zu erzielen. 

Später wurden mit Hilfe der 36 h-Schaltuhr verschiedene weitere 
Licht/Dunkelwechsel-Versuche in ihrer Wirkung auf den CO,-Stoff- 
wechsel von Bryophyllum daigremontianum untersucht, von denen einer 
auf S. 56 noch genauer beschrieben werden wird. Am interessantesten 
war das Resultat eines Versuches mit einem Licht/Dunkelwechsel von 
9:9:9:9 h, der vom 23. 9.—9. 10. 58 lief. Es wurden für ihn Bryophyllen 
gebraucht, die vorher über 1 Jahr lang im 36 h-Rhythmus kultiviert 
worden waren. Die Beleuchtungsstärke betrug 36000 Ix, der Luftdurch- 
satz 160—170 l/h und die Temperatur 23—26° C. 

Die Versuchspflanzen begannen sofort einen auffälligen Rhythmus 
ihres CO,-Stoffwechsels zu zeigen (s. Abb. 10). Bei Lichtbeginn war zu- 
nächst ein großer, zunehmender CO,-,,Aufnahmebogen‘‘ der Kurve, dann 
5h nach Lichtanfang ein umgekehrter CO,-,,Abnahmebogen“ zu beob- 
achten. Bei Beginn der Dunkelperiode war eine schwache ‚Zacke‘ in der 
Kurve zu sehen, verbunden mit CO,-Aufnahme. In den ersten 2 Doppel- 
perioden = 2X9:9h fand während der Dunkelperiode überwiegend 
CO,-Abgabe statt. Nach und nach hebt sich aber die Kurve in der 








44 E. L. NUERNBERGK: 


Dunkelperiode, und von Dunkelperiode 5 an ist im Dunkeln fast nur noch 
CO,-Aufnahme vorhanden. In der folgenden Doppelperiode ist aber 
wieder Abnahme der CO,-Aufnahme während der Dunkelperiode zu 
beobachten, dann wieder eine Zunahme derselben. In der 8.—9. Doppel- 
periode sieht man im Dunkeln eine starke CO,-Aufnahme, ebenso in der 
DzeTT 13., 17. und 21. Doppel- 
Ix9x9x9h- . 
41— Rhythmus + periode. 

Bryophyllum daigremontianum Es ergibt sich also, daß 
ROUR | |38000lux| | dem 93x 9x 9x9 Licht- 
le Gén Dunkelrhythmus ein 24 h- 
i Rhythmus überlagert ist. 
Fällt die 9: 9h-Periode 
so, daß von 20—5h oder 
von 2—11 h Dunkelheit 
herrscht, so ist die CO,- 
Aufnahme während dieser 
2 + “a Zeit (De Saussure-Effekt) 

3 \ maximal. 
18 Le Fällt aber die Dunkel- 
i \ periode in die Zeit von 8 
| bis 17 h, so ist die CO,-Auf- 
\ nahme im Dunkeln mini- 
F } mal bzw. es ist eine CO,- 
M À Abgabe vorhanden. Die 2 
- / gegeniibergestellten 9: 9 h- 
2 : Kurven der Abb. 10, in der 
Lt i die Dunkelheit einmal in 
700 200 300 YW 500 700 200 300 W0 500 die Zeit von 8—17h, das 


ppm C02 pm C02 andere Mal in die Zeit von 
Abb. 10. CO,-Stoffwechsel von 36 h-Pflanzen von Bryo- 9 2 
phyllum daigremontianum im 9 x 9 x9 x 9 h Licht/ 20—5 h fällt, geben den 
Dunkelrhythmus. Links um 9h Silicagel gewechselt. Unterschied im Verlaufder 
Ordinaten = Uhrzeit 
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Kurven deutlich wieder. 

Dieser Versuch stimmt in seinem Ergebnis gut mit dem auf S. 56 
noch zu beschreibenden Experiment, das zu einer anderen Jahreszeit aus- 
geführt wurde, überein. Im übrigen zeigen auch die beiden Abb. 5 und 6 
aus meiner Arbeit von 1957, ein Maximum der CO,-Aufnahme in den 
frühen Morgenstunden, niemals aber in den Mittagsstunden. 

Meines Erachtens ist mit diesen Ergebnissen genügend erwiesen, daß in 
den Bryophyllen ein latenter 24h-Rhythmus vorhanden ist, der auch durch 
sehr unterschiedliche Licht/Dunkel-Wechsel nicht beseitigt werden kann. 

Unter geeigneten Bedingungen (s. unten) ist es praktisch nicht mög- 
lich, diesen 24 h-Rhythmus zum Verschwinden zu bringen. Anhalts- 
punkte darüber, wie bzw. ob überhaupt seine tägliche Regulierung 
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erfolgt, kann ich aus meinen bisherigen Experimenten nicht ziehen. In 
groBen Ziigen dürfte er ontogenetisch festgelegt sein wie ja auch eine Uhr 
für einen 24stündigen Tagesablauf eingerichtet ist, doch schließt dieses 
nicht die Notwendigkeit aus, daß von Zeit zu Zeit eine Regulierung auf 
den täglichen Tag- und Nachtwechsel erfolgen muß. Dagegen hat die 
Annahme Bünnınss (1959, 1960) manche Wahrscheinlichkeit für sich, 
daß der 24stündige CO,-Stoffwechsel-Rhythmus irgendwie mit dem 
Rot/IR-Pigmentsystem gekoppelt ist. 

In früheren Experimenten mit Dauerlicht konnte ich bei verschie- 
denen Pflanzenarten, vor allem Bryophyllum daigremontianum, stets 
wieder feststellen, daß der Rhythmus verhältnismäßig schnell abklingt, 
wenn zur Beleuchtung starkes Fluorescenzlicht mit viel Blauanteil 
benutzt wurde. Wurden z. B. Bryophyllen mit 20000 spez. lx = 
6000 «W/cm? (s. NUERNBERGK 1955b, S. 68) oder noch intensiverem 
Dauerlicht von Philips-HPL-Lampen bestrahlt, so flachten sich die 
Amplituden der CO,-Stoffwechselkurven bald bis zu ihrem völligen Ver- 
schwinden ab. Ähnlich war bei Kalanchoe welwitchii nach 3wöchent- 
lichem Dauerlicht mit 35000 1x HPL-Licht kein Rhythmus mehr zu 
erkennen. Betrug dagegen die Intensität des Dauerlichtes nur 5000 Ix 
spez. lx = 15000 uW/cm?, so war der CO,-Stoffwechsel-Rhythmus 
bei Bryophyllum ohne merkliche Abschwächung viele Wochen lang zu 
beobachten. 

Benutzte ich nun aber Natrium-Dampflicht (etwa 1000 uW/cm?), das 
nur sehr wenig Blau enthält, und zu 85% die Wellenlängen 589/950 nm 
emittiert, so konnte ich den Rhythmus noch nach 2—3 Monaten Dauer- 
licht nicht zum Verschwinden bringen, vielmehr lief er mit konstanter 
Stärke weiter. 

Die Rot absorbierende Pigmentform scheint also den Rhythmus zu 
begünstigen, die IR und Blau absorbierende Form ihn dagegen zu 
hemmen, was mit dem Wirkungsspektrum der ,,Hochenergiereaktion“‘ 
(vgl. Monr 1959) übereinstimmt. 

Auch bei den Variationsbewegungen dürfte eine schwächere Blau- 
strahlung fördernd auf die Aufrechterhaltung des endogenen Rhythmus 
einwirken. So verwendeten BÜNNING-SCHÖNE-SCHNEIDERHÖHN (1957) 
als Dauerlichtquelle bei ihren Versuchen mit Phaseolus-Blättern nur eine 
40 W-Tageslicht-Leuchtstofflampe, die 1m über den Pflanzen ange- 
bracht war (vgl. BüNNING 1956b). Hiermit dürften am Standort der 
Pflanzen nur etwa 150—200 Ix erreicht werden, und doch zeigt Abb. 4a 
der beiden Autoren, daß die Blattbewegungen nach 5—6 Tagen noch un- 
vermindert fortgehen. Die Befunde von BünnınG-LörRcHER (1957), nach 
denen hellrotes Licht (etwa 610—690 nm) die Dauer der endogenen 
periodischen Variationsbewegungen verlängert und die Periodenlänge 
besonders beeinflußt, bieten ebenfalls eine Parallele zu dem oben 
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geschilderten Verhalten des De Saussure-Effekts (—CAM) in verschieden- 
farbigem Licht. Die beiden Autoren glauben, daB auch hier die Regu- 
lierung durch Mitwirkung der Rot/IR-Pigmentsysteme zustande kommt. 
In unserem Falle kann man sich die Verhältnisse allerdings auch so ge- 
lagert vorstellen, daB die endogene plasmatische Permeabilitätskom- 
ponente durch kurzwellige Strahlung analog zum Phototropismus stark 
gestért bzw. unterdrückt wird, während langwelliges Licht sie mehr oder 
weniger unbeeinflußt läßt. 

Während bei den Variationsbewegungen, wenn diese nach längerer 
Versuchsdauer im Dauerdunkel nachlassen, eine ,,Ankurbelung“ der 
endogenen 24 h-Periode durch vorübergehend im 24 h-Rhythmus ge- 
gebene Lichtimpulse, z.B. 1h Licht auf 23h Dunkelheit, zu einem 
längeren Andauern der periodischen Bewegungen führt, erreicht man mit 
dem spiegelbildlichen Modus bei den endogenen CO,-Stoffwechselrhyth- 
men von Bryophyllum daigremontianum nicht den gleichen Erfolg. Hier 
wird vielmehr, wenn man z. B. das Dauerlicht in 24-stündigem Abstand 
durch 1h Dunkelheit unterbricht, d.h. auf 23h Licht 1h Dunkelheit 
gibt, nicht etwa die Gesamtdauer des endogenen 24 h-Rhythmus ver- 
längert, sondern der sonst übliche Ablauf dieses Rhythmus verändert: 
während der einstündigen Dunkelperiode tritt ein kurzzeitiges Unter- 
schreiten des Kompensationspunktes ein, dem ein langsamer Anstieg der 
Photosynthesekurve bis zur nächsten Lichtunterbrechung folgt. Diese 
Erscheinung beobachtet man sogar bei Na-Dampfbeleuchtung (Abb. 11), 
die besonders geeignet für die Aufrechterhaltung des endogenen Rhyth- 
mus ist (s. oben). 

Vielleicht induziert die Unterbrechung der Lichtzufuhr eine Störung 
der sonst im Dauerlicht sich rhythmisch abspielenden Permeabilitäts- 
änderungen. Im übrigen kann man dieses Versuchsergebnis mit einer 
anderen Erscheinung in Parallele bringen, die sich auf den CO,-Stoff- 
wechsel der im 36 h-Licht/Dunkelwechsel (z. B. 20:16 h) aufgewachsenen 
Bryophyllen bezieht. Diese Bryophyllen, welche sich wie normale Pflan- 
zen verhalten und im Dunkeln keine oder fast keine CO, mehr speichern 
(s. NUERNBERGK 1957, S. 216, 217), zeigen nämlich beim plötzlichen 
Ubergang von (Kunst-)Licht zu Dunkel und umgekehrt auch nicht mehr 
die charakteristischen, auf S. 41 erwähnten Kurvenausschlage, die sonst 
fiir alle CO,-speichernden Pflanzen typisch sind, wenn diese im Labora- 
torium mit Kunstlicht behandelt werden (vgl. NUERNBERGK 1955a, 
S. 395 und 1955b, S. 74ff.). Bei den 1957 (Abb. 5 und 6) wiederge- 
gebenen Kurven, wo der CO,-Stoffwechsel von 36 h-Bryophyllen bei 
einem Licht/Dunkel-Wechsel von 12:24h bzw. 24:12h beschrieben 
wurde, sind zwar bei den Licht/Dunkel-Ubergangen und vice versa noch 
kleine Kurvenspriinge vorhanden, doch befanden sich die Versuchspflan- 
zen erst etwas über 1 Jahr im 36 h-Rhythmus. Dagegen zeigt eine vom 





CO,-Stoffwechsel bei Pflanzen mit diurnalem Säurerhythmus 47 


8.8.57 datierte Kurve fiir einen Licht/Dunkel-Rhythmus von 20: 16h kei- 
nerlei Kurvenspriinge mehr. Seit den erwähnten älteren Kurven waren die 


Bryophyllen aber inzwischen 
18 Monate länger im 36 h- 
Rhythmus kultiviert worden. 

Meines Erachtens kann 
bei derartigen Bryophyllen 
das CO,-Speicherungssystem 
praktisch nicht mehr in 
Aktion treten, weil die 
starke Störungdesendogenen 
Rhythmus-Systemsdurchdie 
aufgezwungene 36 h-Periode 
den unterschiedlichen Ein- 
fluß von Licht und Dunkel- 
heit auf die Permeabilität der 
betreffenden Speicherzellen 
mehr oder weniger unter- 
drückt hat. Die Permeabili- 
tät dürfte sich daher sowohl 
im Licht als auch im Dunkeln 
nicht oder kaum ändern. Al- 
lerdings ergibt ein Licht/Dun- 
kel-Wechsel im 9:9:9:9 h- 
Rhythmus, wie wir gesehen 
haben (S. 43), wiederum sehr 
wohl rhythmische CO,-Stoff- 
wechselkurven, die auch mit 
„Kurvensprüngen‘“ verbun- 
den sind. Dieses Verhalten 
erinnert an die eigenartige Re- 
aktionsweise von Tomaten- 
blattern, wo nach den An- 
gaben von BonDe (1955) und 
Hırıman (1956) Cyclen von 
4:4 h, 12:12 h und 16 bis 
20:8—4h keinerlei Chloro- 
phylischäden hervorrufen, 
dagegen die Cyclen 8:4 h, 
11:4h, 14:4 h und bei kon- 
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stanter Temperatur auch up». 11. CO,-Stoffwechsel von Bryophyllum dai- 

der Cvelus 6:6 h chlorophvll- gremontianum im Natriumdampf-Dauerlicht (etwa 
Cy 6 = pay 2370 «W/cm?) bei einstündiger Unterbrechung der 

schädigend wirken. Beleuchtung. Ordinate = Uhrzeit 
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Neben dem endogenen 24 h-Rhythmus ,,normaler“ Pflanzen weist 
Bryophyllum noch einen endogenen Jahresrhythmus auf (vgl. Bünnıne 
1956a und OvERBECK 1957). Dieser äußert sich in einer jahreszeitlich 
wechselnden Speicherfähigkeit für Kohlendioxyd und einem damit 
24 DSL CE variierenden Vermôgen zur 

| phere at Bryookylum daigremont) ÿ) pre suite schnelleren oder langsameren 
wa 2 re «roll 1 ‘oud Umstellung des Rhythmus 
2-97 Nor wet yoo NY 22 auf andere Licht/Dunkel- 
aol |? \E |* perioden. Nach den von mir 

A 7L/min A 7/min (1955b, S. 79ff.) beschriebe- 
nen CO,-Stoffwechselkurven 
ist die Speicherfähigkeit im 
Frühjahr — genauer von 
fl etwa Dezember bis April — 
geringer als im Sommer (ab 
Ê Mitte Mai) und Herbst, ob- 
wohl die natürlichen Strah- 
lungsintensitäten im Früh- 
H jahr hôher als im Herbst 
| sind. Eine Analogie zu dieser 
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+ Erscheinung bildet das Re- 
aktionsvermögen der Avena- 
Koleoptile auf Wuchsstoff, 
das ebenfalls von November 
bis April verringert ist. 
B Die eben erwähnte, durch 
6 12 12 1956 | 912.195 die starke endogene Kompo- 
nente bedingte Variabilitat 
in der Umstellung auf andere 
m 20 300 W0 0 70 20 30 40 50 Beleuchtungsrhythmen ist 
ppm CD; ppm (02 aus folgenden Versuchsergeb- 
Abb. 12. CO,-Stoffwechselkurven von Bryophyllum = . * 
daigremontianum im normalen und spiegelbildlichen  N1SSen ersichtlich: Bestrahlt 
Licht/Dunkelrhythmus im Dezember (13. 12. 56) man Bryophyllum-Pflanzen 
und mit partieller Verdunklung der Blätter. L 
Ordinate = Uhrzeit im Sommer oder Herbst von 
18—8 h und läßt sie von 
8—18 h im Dunkeln, so paßt sich die CO,-Stoffwechselkurve schnell an 
die veranderten Lichtzeiten an (Abb. 12; vgl. auch NUERNBERGK 1955a). 
Macht man den gleichen Versuch im zeitigen Friihjahr, so dauert es meh- 
rere Wochen (~5), bisdie Stoffwechselkurven einigermaBen spiegelbildlich 
gegenüber denjenigen verlaufen, welche die Pflanzen im Licht/Dunkel- 
wechsel von 8—18 h/18—8 h machen (Abb. 13). Die Umstellung ist jetzt 
ferner nicht ganz vollständig und die CO,-Abgabe in der Lichtperiode von 
18—8 h weniger stark als bei Pflanzen im normalen Rhythmus. Meist 
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Abb. 13. CO,-Stoffwechselkurven von Bryophyllum daigremontianum während der Um- 
stimmung auf den umgekehrten Licht/Dunkelrhythmus 22—10/10—22 h im März 
(6. 3. bis 30. 3. 57). Ordinate = Uhrzeit 


zeigen sie, besonders die im Frühjahr auf Nachtbestrahlung umgestimm- 

ten Bryophyllen, bei anschließender Dauerbeleuchtung mit starkem 

Fluorescenzlicht (HPL-Lampen) keinen endogenen Rhythmus mehr, 

sondern nehmen gleichmäßig konstant CO, auf. Sie ähneln damit weit- 
Planta, Bd. 56 4 
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gehend den im 36 h-Rhythmus aufgezogenen Pflanzen ohne Rhythmus 
im Dauerlicht (S. 46, 47). 

Interessant ist es, die in diesem Abschnitt gegebene Beschreibung des 
endogenen CO,-Stoffwechsel-Rhythmus intakter Bryophyllen mit dem 
von Wırkıns (1959, 1960) beobachteten Atmungsrhythmus einzelner 
Blätter und sogar von Blattgewebe bei Bryophyllum fedischenkoi zu ver- 
gleichen. Infolge des unterschiedlichen Versuchsmaterials treten neben 
manchen Analogien auch verschiedene Differenzen in den beiderseitigen 
Ergebnissen auf. Zwar läßt sich in meinen CO,-Stoffwechselkurven 
während der Atmungsperiode auch der 24 h-Rhythmus nachweisen 
(S. 62), doch ist er in den Versuchen von WILKINS mehr prononciert. 
Allerdings mußte er dafür seine Versuchsobjekte in CO,-freie Luft 
bringen, denn in Normalluft war der Atmungsrhythmus in seiner Meß- 
anordnung nur schwach ausgeprägt. Außerdem hatte er die größten, 
allerdings schon nach wenigen Tagen sich abschwächenden Amplituden 
im Dauerdunkel, während Dauerlicht den Rhythmus zum Erlöschen 
brachte. Mit meinen Ergebnissen beim integralen CO,-Stoffwechsel- 
rhythmus intakter Pflanzen stimmen diese Daten wenig überein. Anderer- 
seits konnte aber WILKINS den Atmungsrhythmus schon bei Blattgewebe 
von nur 1 em? Fläche nachweisen, was meinen Vorstellungen über die Be- 
deutung der Permeabilität des Zellgewebes für die Entstehung des CO,- 
Stoffwechselrhythmus eine Stütze gibt. 

Wiırkıss findet für den Atmungsrhythmus im Dunkeln meist nur 
eine Periodenlänge von 22 h, während ich immer nur Perioden von 24h 
Dauer beobachtet habe. Schließlich hemmt bei WILKıns rotes Dauerlicht 
den Rhythmus und blaues fördert ihn, während ich das Umgekehrte ge- 
funden habe. Allerdings benutzt WILKINs niedrigere Strahlungsintensi- 
täten als ich, so daß man daran denken könnte, daß im einen Fall eine 
Niedrig-, im anderen abereine Hochenergiereaktion beobachtet worden ist. 

Vielleicht ist die von WıLKıns beschriebene Form des Atmungsrhyth- 
mus latent auch in meinen CO,-Stoffwechselrhythmen enthalten, nur 
tritt er bei meiner Versuchsmethodik nicht hervor und wird durch die 
viel bedeutendere rhythmische CO,-Aufnahme meiner Bryophyllum- 
Pflanzen verdeckt. Man kann das der von Wırkıns (1959; Fig. 5C) gege- 
benen Kurve für Normalluft entnehmen, wo das Versuchsobjekt zur 
„üblichen“ Zeit (21—4h) CO, aufnimmt. Zu der gleichen Zeit weisen 
Wırkıss Kurven 1959, Fig. 5A, B; 1960, Fig. 2 in CO,-freier Luft ein 
Minimum der Atmung, d.h. CO,-Abgabe auf. 


IV. CO,-Stoffwechsel und Blühzustand 
Während nach den von Ranson-THomas (1960) zitierten Autoren der 
CAM einen Einfluß auf die Blütenbildung ausübt bzw. durch diese beein- 
flußt wird, hatte ich bereits 1957 (S. 228) bei Kalanchoe blossfeldiana 
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zeigen können, daß zwischen CO,-Stoffwechsel und generativer Phase 
keine direkten Beziehungen bestehen. Neuere Beobachtungen an Bryo- 
phyllum daigremontianum bestätigen dies. Ende 1958 konnten 2 blühende 
24 b-Pflanzen mit dem URAS untersucht werden. Eine dieser Pflanzen 
atmete bei der Registrierung ihres CO,-Stoffwechsels ständig (Kurven 
vom 27. 11.—2. 12. 58). Das andere Exemplar mit noch nicht erblühten 
Knospen zeigte in seinen Kurven vom 11. 12.—15.12. dagegen den 
typischen De Saussure-Effekt. Diese Pflanze wurde an der Wurzel ab- 
geschnitten. Trotzdem veränderte sie ihren Rhythmus überhaupt nicht, 
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Abb. 14. Verlauf des pu-Wertes des Zellsaftes von adaptierten 36 h-Pflanzen von 
Bryophyllum daigremontianum im 20— 16 h Licht/Dunkelrhythmus 











nur nach 3 Tagen wird die nächtliche CO,-Aufnahme etwas schwächer 
(Kurven vom 15.—20. 12.58). Aus diesen Versuchen ist zu ersehen, daB 
auch das Blühen von Bryophyllum mit dessen CO,-Stoffwechsel nichts 
zu tun hat. 


V. Beobachtungen über den Verlauf des p-Wertes des Zellsaftes 
von Sueculentenblättern 

Wahrend man anatomisch kaum unterscheiden kann, ob ein Blatt 
zur CO,-Speicherung mittels Malates in der Lage ist, läßt eine 24stiindige 
Beobachtung des py-Wertes des Zellsaftes dieses eher zu. Die Abb. 14 
bis 16 geben derartige Messurgen wieder, bei denen der pp-Wert geringer 
Mengen ausgepreßten Zellsaftes elektrometrisch bestimmt wurde. So- 
weit URAS-Kurven für die betreffenden Pflanzenarten vorliegen, ist 
eine befriedigende Parallelität zwischen den Ergebnissen beider Methoden 
vorhanden. Ich erwähne z. B. die Kurve für Hoya carnosa, die im Unter- 
schied zur Kurve von Hoya bella starke Schwankungen im diurnalen 
Säurewert erkennen läßt, was mit dem Vermögen zur CO,-Speicherung 
übereinstimmt. Analog weist der pa-Wert des Zellsaftes bei adaptierten 
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36 h-Pflanzen von Bryophyllum daigremontianum nur geringe Schwan- 
kungen auf, was mit ihrem Verhalten bei der URAS-Analyse überein- 
stimmt (s. S. 56). 
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Abb. 15. Verlauf des pu-Wertes des Zellsaftes von Oscularia (ohne De Saussure-Effekt), 
Hoya carnosa (mit De Saussure-Effekt) und Hoya bella (ohne De Saussure-Effekt). Ge- 
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Abb. 16. Verlauf des pu-Wertes des Zellsaftes von Aloé arborescens (mit De Saussure- 
a - Senecio herreianus, Epidendrum ellipticum (mit De Saussure-Effekt) und Vanilla. 
versuch. —-—-— Aloe arborescens; Senecio herreianus; 
——— Epidendrum elliptieum; ------- Vanilla aromatica 








Bei 2 pa-Wert-Kurven, nämlich denen von Senecio herreianus und 
Vanilla aromatica liegen noch keine URAS-Kurven vor, aus denen man 
ersehen könnte, ob hier gleichfalls die Parallelität zwischen CO,-Stoff- 
wechsel und Verlauf des py-Wertes des Zellsaftes gegeben ist. Von 
Vanilla erwähnten bereits WARBURG (1886) und BENDRAT (1929) eine 
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Lichtentsäuerung über Tag und eine Ansäuerung wäbrend der Nacht. 
Ich habe verschiedentlich versucht, CO,-Stoffwechselkurven von Vanilla 
zu erhalten, doch zeigten die Versuchsobjekte jedesmal ein bei vielen 
Arten im URAS-Versuch haufig zu beobachtendes Verhalten: sie ,,taten 
nichts“, d.h. die CO,-Stoffwechselkurve zeigt nur eine mehr oder weniger 
konstante, äuBerst geringe Atmung an. Man kann dieses Verhalten sehr 
oft wahrnehmen, ohne daß man den Versuchspflanzen äußerlich ihre 
Stoffwechselruhe ansehen kann. Bei vielen mehrjährigen Pflanzen, wozu 
meine Versuchsobjekte ja durchgehend gehören, läßt sich eine längere 
oder kürzere Ruheperiode postulieren, in der auch der CO,-Stoffwechsel 
in gewisser Analogie zur Samenruhe minimal ist. Während dieser Periode 
ist von Assimilation keine Rede, doch ist auch die Atmung auf ein 
Minimum reduziert. Äußerlich ist sie, wie erwähnt, nicht zu erkennen. 

Die Kurve von Senecio herreianus weist einen ausgeprägten Säure- 
rhythmus auf. Das ist auffallend, weil ich bei verschiedenen ebenfalls zu 
den Compositen gehörenden Kleinia-Arten nie einen De Saussure-Effekt 
beobachten konnte. Vielleicht mögen hier die gleichen Verhältnisse wie 
bei den auf S. 31 erwähnten Euphorbia-Arten vorliegen, wo die dünn- 
blättrigen Species keine CO,-Speicherung aufweisen. Bei Kleinia arti- 
culata z. B. ist ebenfalls nur der Stamm verdickt, nicht jedoch sind es die 
Blätter, während bei Senecio herreianus die Blätter hoch succulent sind. 


VI. Der absolute Betrag des CO,-Stoffwechsels von Suceulenten 

Will man den CO,-Stoffwechsei der Succulenten unter normalen Ver- 
hältnissen richtig deuten, so ist die Kenntnis der absoluten Werte ihrer 
CO,-Aufnahme und -Abgabe unerläßlich. In der Literatur konnte ich 
hierüber keine näheren Angaben finden, denn weder der Photosynthese- 
Band 5 des Handbuchs der Pflanzenphysiologie (1960) noch die von 
RABINOWITCH (1951, S. 996ff.) gegebenen Tabellen über die maximale 
Photosynthese höherer Landpflanzen enthalten Succulentennamen. 

Aus einer Zahl von Bryophyllum-Kurven, wo nach Versuchsabschluß 
Blattgröße und -trockengewicht bestimmt worden war, ließ sich aber der 
absolute Betrag der CO,-Aufnahme und -Abgabe rechnerisch ermitteln. 
Es seien hier einige Daten für die maximale Aufnahme und Abgabe von 
CO, angeführt, die allein von besonderem Interesse sind, weil ja infolge 
der eigenartigen Gestalt der Stoffwechselkurven alle Werte vom Maxi- 
mum bis zu 0 vertreten sein können. 

Bryophyllum crenatum. Kurve vom 9. 4. 59, 25000 Ix, 12:12 h Licht- 
Dunkelwechsel, 20° C. 

Maximale CO,-Aufnahme gegen Ende der Lichtperiode = 4,42 mg 
CO,/h - dm? = 8,23 mg CO,/h : g Trockengewicht. 

Maximale CO,-Abgabe — 1,6 mg CO,/h : dm?—2,99 mg CO,/h-g 
Trockengewicht. 
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Bryophyllum daigremontianum. Kurve vom 25. 4.59, 25000 lx, 
12:12h Licht/Dunkelwechsel, 20° C. 

Maximale CO,-Aufnahme in der Dunkelperiode = 5,66 mg CO,/h - dm? 
= 7,041rg CO,/h - g Trockengewicht. 

Maximale CO,-Abgabe in der Lichtperiode — 1,7 mg CO,/h : dm? 
= 2,11 mg CO,/h - g Trockengewicht. 

Unter besonderen Bedingungen kann die maximale CO,-Aufnahme 
von Bryophyllum daigremontianum bedeutend höher als der oben an- 
geführte Wert liegen. So wurde in den noch zu besprechenden Versuchen 
mit CO,-freier Luft beobachtet, daß nach einem 14 h-Aufenthalt in CO,- 
freier Luft während der gleichzeitigen Lichtperiode gegen Ende der darauf- 
folgenden 10 h-Dunkelperiode in Normalluft eine maximale CO,-Auf- 
nahme von 11,27 mg CO,/h : dm? = 10,88 mg CO,/h - g Trockengewicht 
auftrat (Kurve vom 24./25. 6. 59). 

Verglichen mit dem CO,-Stoffwechsel anderer Pflanzenarten seien 
folgende Daten erwähnt, die mit meiner URAS-Apparatur, d.h. also 
unter vergleichbaren Verhältnissen ermittelt worden sind. So beträgt 
nach VırLwock (1959) die CO,-Aufnahme von Flechtenarten (Lecanora 
varia, Parmelia furfuracea und P. physodes) bei 20000 1x 1,8—2,7 mg 
CO,/h - g Trockengewicht. Für Tomaten und Gurken wurde von FEINDT 
(1960) bei einer maximale Assimilation gewährleistenden Beleuchtungs- 
intensität von 28000—45000 lx und 25—27°C eine reelle Assimilation 
von 9,77 bzw. 10,18 mg CO,/h - dm? = 39,73 bzw. 47,05 mg CO,/h -g 
Trockengewicht bestimmt. Hamporr (1959) fand bei ihren ebenfalls mit 
dem URAS ausgeführten Photosynthesebestimmungen für die apparente 
Assimilation von Phaseolus, Tomate, Kohlrabi und Spinat Raten von 
7,95 (Bohne) bis 13,90 mg CO,/h - dm?. 

Die Dunkelatmung wurde von FEınDT für Tomaten mit 1,22 und für 
Gurken mit 1,52 mg CO,/h - dm? ermittelt. 

Der CO,-Stoffwechsel der Bryophyllen verläuft also im Normalfalle 
bedeutend intensiver als derjenige der Strauchflechten, erreicht aber doch 
nur etwa die Hälfte desjenigen von Tomaten, Gurken und Kohlrabi und 
2/, des Stoffwechsels von Phaseolus, wenn man ihn auf die Blattfläche 
bezieht. Andererseits kann aber Bryophyllum im Sonderfall eine sehr 
hohe, der Tomate vollkommen vergleichbare CO,-Aufnahme vollziehen. 

Dieses deutet darauf hin, daß die Stomata bei Blattsuceulenten vom 
Typus Bryophyllum keine besondere Bedeutung für den CO,-Stoffwechsel 
besitzen (vgl. NUERNBERGK 1957, S. 225 und Wırkıns 1959, S. 385). 

Auf das Trockengewicht bezegen ist der Bryophyllum-CO,-Stoff- 
wechsel freilich nur klein gegenüber demjenigen der oben genannten 
Gemüsepflanzen, jedoch erheblich größer als der von Flechten. Die 
Ursache hierfür liegt zweifellos in dem großen Anteil von nicht 
assimilierender Substanz (Wassergewebe) bei Bryophyllum im Vergleich 
zu den Blättern von Gurke und Tomate. 
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Zusammenfassend läßt sich feststellen, daß der CO,-Stoffwechsel von 
Bryophyllum, auf die Blattfläche bezogen, mit dem entsprechenden Stoff- 
wechsel von Mesophytenblättern durchaus quantitativ vergleichbar ist, 
wie z.B. Daten von BoysEN-JENSEN (1932) zeigen, nach denen etwa die 
Lichtblätter von Fagus eine CO,-Assimilation von 6,6, die Schatten- 
blätter eine solche von 2,4 mg CO,/h - dm? aufweisen. 


VII. Das Verhältnis der CO,-Aufnahme während der Photo- und Nyeto- 
periode bei Suceulenten, insbesondere Bryophyllum 

Ranson-THOMAS vertreten in ihrem Bericht noch die These, der Aus- 
gangspunkt für die Bildung der Äpfelsäure im Succulentengewebe seien 
vorher gebildete Hexosen, d.h. die Kohlenhydratbildung wird vor die 
Acidifizierung und nicht hinter die Acidifizierung gelegt (meine Hypo- 
these; s. NUERNBERGK 1957). 

Die nachfolgenden Angaben bieten m. E. eine kräftige Stütze für 
meine Ansicht. Was die Versuche hierüber betrifft, sei hinzugefügt, daß 
die Versuchspflanzen bei der Untersuchung ihres CO,-Stoffwechsels nach 
Möglichkeit die günstigsten Bedingungen hierfür vorfinden, d.h. in 
möglichst natürlichem Zustand untersucht werden. In vielen Fällen 
kann ich jetzt Bryophyllum-Pflanzen 14 Tage und länger in den Ver- 
suchsküvetten lassen, chne daß sich ihre Reaktionseigenschaften 
nennenswert verändern. 

Zunächst habe ich aufs Geratewchl einige Kurven hinsichtlich des 
Betrages der CO,-Aufnahme und -Abgabe im Dunkeln und im Hellen 
analysiert. Die Methode besteht in einer Planimetrierung der Flächen, 
welche die Kurven oberhalb und unterhalb der Kompensationslinie (CO,- 
Gehalt der in die Küvetten tretenden Außenluft) umschreiben. Die ge- 
messenen Quadratzentimeter sind dann ein relatives Maß für die auf- 
genommenen und abgegebe- 





























nen CO,-Mengen, das man Licht Dunkel 
aber unschwer auf absolute Datum | 00,.Aut- | co, |co,-aut-| co, 
Werte umrechnen kann. nahme Abgabe | nahme | Abgabe 
wenn man CO,-Analysen, 

Ë té, js HD DS Stk 13. 6. 58 50,5 — 45,4 — 
wae < POUR ER 14. 6. 58 55,4 — | 395) — 
beschrieben wurden, hinzu-  15.6.58 38,4 3,3 57,9| — 
fügt.Hierseienzunächstnur 16. 6.58 25,0 4,0 41,0) — 

À 17. 6. 58 15,5 3,0 31,0 — 

relative Werte angegeben. jg 6 58 44.0 se 425| — 

CO,-Stoffwechselkurven + 228,8 | —10,3 1+257,3| — 
von Bryophyllum daigre- —_10,3 
montianum bei 35000 Ix, + 218,5 


14:10h Licht/Dunkelwech- 
sel. Relative Werte fiir die CO,-Aufnahme und -Abgabe, berechnet 
nach den Flächen der Kurven vom 13. 6.—18. 6. 58. 
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In der Nyctoperiode wurden 257,3 p CO, aufgenommen. 
In der Photoperiode wurden 218,5 p aufgenommen, obwohl die Photo- 
periode 4h langer als die 
Licht Dunkel Nyctoperiode dauerte. 
Datum | ¢o,-auf- | co,- |CO,-Aut-| co. Kurven vom 19. 6. bis 
nahme | Abgabe | nahme | Abgabe 27.6.58. Gleiche Bedin- 
gungen und Pflanzen wie 
Tabelle $. 55. 

In der Nyctoperiode 
wurden jetzt 285,4 p CO,, 
in der Photoperiode 255,2 p 
CO, aufgenommen. 

Die hier oben analysier- 
ten Kurven geben keines- 











37,3 1,2 | 30,3 
25,0 — | 30,8 
33,0 3,3 | 33,0 
29,0 2,0 | 29,0 
13,0 5,2 | 30,0 
39,6 3,1 | 34,8 
37,1 2,5 | 36,5 
33,6 0,8 | 30,5 
25,8 0,1 | 30,5 


+ 273,4 | — 18,2 | 285,4 
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— 18,2 wegs ein besonders auf- 
+ 255,2 fallendes Bild der CO,-Auf- 


nahme im Dunkeln. 
Viel bedeutender ist diese z. B. nach der folgenden Tabelle bei 
den Kurven vom 28. 3.59, 25.4. und 26. 4. 59. 














Tabelle 2 
Netto-CO,-Aufnahme in der 
12,5 h-Lichtperiode 11,5 h-Dunkelperiode 
Datum co, co, 
si mg g . m; 
Relativ | mg CO,/dm:| Trocken. | Relativ | mgCO,/äm:| Trocken. 
p gewicht p gewicht 
28. 3. 59 21,0 58,0 
25. 4. 59 22,3 15,9 19,7 44,8 32,4 40,2 
26. 4. 59 21,8 15,7 | 19,5 54,8 39,4 48,9 




















Jedenfalls zeigen die mitgeteilten Zahlen, daB in der Regel die nächt- 
liche CO,-Aufnahme so bedeutend ist, daB die Bildung von Malat aus 
vorher vorhanden gewesenen Hexosen unmöglich den CO,-Stoffwechsel 
von Succulenten allein zu erklären vermag. 

Zum Vergleich mit der CO,-Stoffwechselbilanz der im normalen 24 h- 
Licht/Dunkelwechsel gehaltenen Bryophyllen folgen nunmehr die ent- 
sprechenden Zahlenwerte für die ,,36 h-Bryophyllen“ (S. 43, 46). 

Kurven vom 25. 4—29. 4. und 12.—15. 5. 58. Drei kleine 36 h-Bryo- 
phyllen, 30000 lx, 20:16h Licht/Dunkelwechsel 400 1/h Luftdurchsatz, 
Temperaturen zwischen 15° C (Dunkelperiode) und 24° C (Lichtperiode) 
schwankend. 

Wie man sieht, übertrifft bei diesen 36 h-Bryophyllen die CO,-Auf- 
nahme am Tage (362,1 p) bedeutend diejenige bei Nacht (65,8 p), d.h. 
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Tabelle 3 
Licht Dunkel 

Datum 

CO,-Aufnahme CO,-Abgabe CO,-Aufnahme CO,-Abgabe 
23. 4. 58 46,4 (T) 9,4 (N) 2,1 
25. 4. 58 36,4 (N) 0,4 8,5 (T) 8,3 
26. 4. 58 50,3 (T) 23,2 (N) 2,0 
28. 4. 58 47,5 (N) 5,8 (T) 8,2 
29. 4. 58 48,5 (T) 21,0 (N) : nur 9h lang 

12./13. 5. 58 61,4 (N) 12,0 (T) 10,0 

14. 5. 58 72,0 (T) 21,5 (N) 5,0 

+ 362,5 0,4 + 101,4 35,6 

11194 — 35,6 

+ 362,1 p + 65,8 p 








die 36 h-Pflanzen haben mehr oder weniger einen „normalen“ CO,-Stoff- 
wechsel. Trotzdem ist aber analog zu dem auf 8S. 43 beschriebenen Ver- 
such auch hier ein versteckter endogener 24 h-Rhythmus zu beobachten. 
Die Angaben (N) und (T) bedeuten nämlich, daß die Lichtperiode wäh- 
rend des 20:16 h-Licht/Dunkelwechsels bald in die natürliche Licht- und 
bald in die natürliche Dunkelperiode fällt. Nun verläuft ja der normale 
Stoffwechsel eines 24 h-Bryophyllums aus dem Gewächshaus z. B. nach 
den Daten von 8. 55, 56 so, daß hauptsächlich CO, während der Nacht, 
nicht aber am Tage aufgenommen wird. Folglich konnte man erwarten, 
daß, wenn die 16 h-Dunkelperiode in die natürliche Nacht fällt, auch die 
CO,-Aufnahme eine größere ist, sofern eben der endogene 24 h-Rhythmus 
noch vorhanden ist. Dieses ist, wie die kursiv gedruckten Zahlen zeigen, 
tatsächlich der Fall, denn sie liegen alle höher als die entsprechenden 
Werte für eine in die natürlichen Tagesstunden fallende Dunkelperiode. 
Wir haben also auch hier ein schönes Beispiel dafür, daß sich der endogene 
24 h-Rhythmus auf keine Weise ganz aus den Bryophyllen verbannen 
läßt, selbst wenn diese 1!/, Jahre lang in einem 36 h-Licht/Dunkelrhyth- 
mus aufgezogen worden sind. 


VIII. Die CO,-Aufnahme und -Abgabe von Bryophylien, wenn sich diese 
periodisch in CO,-freier Luft befinden 

Für meine Hypothese, daß für den CO,-Stoffwechsel von Bryophyllen 
in erster Linie die in der Nacht aufgenommene Kohlensäure und ihre 
Umwandlung in Malat maßgebend ist, bilden Versuche mit CO,-freier 
Luft eine wichtige Stütze. Wie ich früher (1955b) erwähnt hatte, ist es 
technisch schwierig, völlige CO,-Freiheit der Küvettenluft in einem 
offenen Zirkulationssystem zu erzielen. Nach zahlreichen Versuchen 
konnten die Küvetten aber so gut abgedichtet werden, daß der URAS 
bei lebhaftem Luftwechsel durch die Küvetten nach 1—2 h (bei großem 
Küvetteninhalt) auf 0 zurückging. Die Versuchsmethodik wurde nun so 
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eingerichtet, daB mit der Schaltuhr, welche den Licht/Dunkelwechsel 
steuerte, ein elektrisches Gasventil verbunden wurde, so daB nach Be- 
lieben entweder Licht +-CO, oder Dunkelheit + CO, oder Licht ohne CO, 
oder Dunkelheit ohne CO, geboten werden konnte. Stickstoff aus der 
Bombe statt CO,-freier Luft zu bieten, war nicht môglich, denn bei O,- 
Mangel verschlechterte sich der Allgemeinzustand der Bryophyllen sofort 
außerordentlich (vgl. Ranson-THomas 1. c., S. 90). 

Nach meiner Hypothese muß es nun den Bryophyllen mehr oder 
weniger gleichgültig sein, wenn sie während der Lichtperiode kein CO, 
erhalten, wohl aber ist die Darbietung von CO, in der Dunkelperiode 
wichtig. Die Kurven bestätigten diese Anschauung und widerlegten 
gleichzeitig die Meinung, für die Bildung von Malat sei am Tage zuvor 
eine Photosynthese erforderlich. 


Allgemeiner Verlauf der Kurven unter periodischer Darbietung 
von CO,-freier Luft 

(Kurven vom 18. 6.—6. 7.59.) 25000 1x, Licht/Dunkelwechsel 14:10h, 
25°C. Luftdurchsatz 1 l/min. 

1. Modalität (Abb. 17,18). Licht + Normalluft; Dunkelheit + CO,- 
freie Luft. Der Kurvenverlauf während der Lichtperiode ist praktisch 
nicht von dem unter normalen Verhältnissen zu unterscheiden. Während 
der Dunkelperiode mit CO,-freier Luft geht jedoch der Schreiber des 
URAS nicht auf 0, sondern zeigt einen gewissen CO,-Gehalt an, der auf 
Abgabe von CO, durch Atmung der Versuchspflanze zurückzuführen ist. 
Diese bewegt sich für mehrere, derartige CO,-freie Dunkelperioden bei 
etwa 2,06—2,9 mg CO,/h - dm?—=1,99— 2,82 mg CO,/h-g Trocken- 
gewicht. Im Verlauf einer Dunkelperiode, d.h. bis zum Beginn der 
nächsten Lichtperiode verläuft die CO,-Abgabe sehr konstant. Der 
konstante Zustand der CO,-Abgabe wird etwa 2 h nach Umschaltung auf 
CO,-freie Luft erreicht. 

Für den Verlauf der Lichtperiode mit Normalluft sei die Kurve vom 
20. 6. 59 als repräsentativ beschrieben: Sowie das Licht um 8 h angeht 
und Normalluft eintritt, geht die CO,-Kurve stark nach rechts und er- 
reicht nach etwa 21/, h den K.P. Der Kurvenverlauf während dieser Zeit 
weist aber darauf hin, daß an sich der endogene Rhythmus latent wäh- 
rend der CO,-freien Dunkelperiode weitergegangen ist. Daher findet man 
um 12h 15’ — wie üblich — während der Photoperiode eine geringe 
CO,-Abgabe (2,22 mg CO,/h - dm?) und darauf bis Ende der Licht- 
periode einen schwachen Anstieg der Kurve, der am Schluß bei Beginn 
der Dunkelheit zu einer CO,-Aufnahme von 3,8 mg/h - dm? führt. Am 
folgenden Tage (21. 6.) dauerte die CO,-Abgabe während der Photo- 
periode + Normalluft länger und war stärker (bis zu 3,07 mg/h - dm?). 
Sonst war kein Unterschied im Verhalten des Versuchsobjektes zu 
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beobachten. Am 22.6. und 23.6. war wahrend der Lichtperiode + 
Normalluft sogar nur CO,-Abgabe festzustellen (3,9 mg/h - dm?). 
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Abb. 17. CO,-Stoffwechselkurve von Bryophyllum daigremontianum bei CO,-freier Luft 
wihrend der Dunkelperiode, früherer Zustand. Ordinate = Uhrzeit 
Abb. 18. CO,-Stoffwechselkurve von Bryophyllum daigremontianum bei CO,-freier Luft 
während der Dunkelperiode, späterer Zustand. Ordinate = Uhrzeit 


Abb. 19. CO,-Stoffwechselkurve von Bryophyllum daigremontianum bei CO,-freier Luft 
wahrend der Lichtperiode. Ordinate = Uhrzeit 












































2. Modalität (Abb. 19). Am 24. 6. wurde während der Lichtperiode 
CO,-freie Luft und während der Dunkelperivde Normalluft gegeben. 
In diesem Falle findet während der Photoperiode nur Atmung statt, 
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die mit 3,79—9,11 mg CO,/h - dm? erheblich hôher als die CO,-Abgabe 
in CO,-freier Dunkelperiode liegt. Der höchste Wert von 9,11 mg ist 
dabei durch die Wirkung des endogenen Rhythmus bzw. den Ubergang 
von Dunkel zu Licht bedingt, der auch bei der ,,Normalkurve“ immer 
nach Lichtbeginneinen Ausschlag der CO,-Stoffwechselkurve zuerst weiter 
nach links und dann von links nach rechts erzeugt, d.h. von zuerst noch 
niedrigerem CO,-Gehalt der Küvettenluft zu später höherem Gehalt. 

Bei Beginn der Nyctoperiode mit Normalluft wiederholt sich dieser 
Ausschlag im gleichen Sinne, so daß 2h nach Lichtabschalten fast der 
K. P. erreicht wird. Nunmehr beginnt aber die Pflanze wieder bis zu 
einem Maximum von 11,27 mg/h . dm? CO, aufzunehmen Wenn das 
Licht am 25.6. um 8h wieder eingeschaltet wird, tritt der oben er- 
wähnte „Kurvensprung‘‘ erneut ein und die Pflanze gibt darauf während 
der Photoperiode mit 5,03—6,0 mg/h - dm? ziemlich konstant Kohlen- 
dioxyd ab. In den folgenden Tagen wiederholt sich das gleiche Spiel, 
nur ist es auffallend, daß die CO,-Aufnahme während der Dunkelperiode 
in Normalluft nicht besonders hoch ist, z.B. am 26.6. maximal 
12,23 mg/h - dm?, am 27. 6. maximal 5,3 mg, am 28. 6. maximal 
7,06 mg/h - dm?. 

Nach diesem Versuch wurde die Wirkung des Luftventils kontrolliert. 
Um bis zum Kohlendioxydgehalt 0 zu kommen, waren bei dem ge- 
wahlten Luftdurchsatz immerhin 4h notwendig, während nach Um- 
schalten von kohlendioxydfreier Luft auf Normalluft der normale 
CO,-Gehalt in der Küvette bereits nach 2 h erreicht wurde. 

Ein weiterer analoger Versuch mit anderen Bryophyllum-Pflanzen 
hatte prinzipiell das gleiche Ergebnis. Fassen wir dieses alles noch 
einmal zusammen, so ist folgendes festzustellen: 

1. Wahrend des Wechsels von Normalluft zu CO,-freier Luft, gleich- 
gültig ob die Normalluft während der Lichtperiode oder während der 
Dunkelperiode geboten wird, läuft der endogene Rhythmus weiter. 

2. Die bereits auf 8.41 erwähnten „Kurvensprünge“ der CO,- 
Stoffwechselkurven beim plôtzlichen Ubergang von Licht zu Dunkel 
und vice versa sind, wenn die Normalluft während der Dunkelperiode 
gegeben wird, in genau dem gleichen Ablauf vorhanden. Wird dagegen 
die Normalluft während der Photoperiode gegeben, so sind sie mehr 
oder weniger stark unterdrückt. 

3. Nach dem auf S. 41 ff. Gesagten ist für diese Kurvensprünge und 
den Ablauf des endogenen Rhythmus nur die Deu.ung môglich, daB 
es sich um Veränderungen der Plasmapermeabilität für CO, handelt. 

Diese Anderungen kônnen aber weniger gut sichtbar werden, wenn 
die Bryophyllen allein in der Photoperiode CO,-haltige Luft erhalten, 
weil sie das CO, dann auf Grund ihres spezifischen CO,-Stoffwechsels 
nicht recht aufnehmen können. Die CO,-Tension in den Geweben dürfte 
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daher in diesem Falle nur gering sein, so daB kein CO, für die Kurven- 
sprünge oder ,,gushes and bursts“ der Literatur zur Verfügung steht. 

4. Die CO,-freie Luft macht sich sowohl bei Licht als auch im 
Dunkeln dadurch bemerkbar, daB eine beträchtliche CO,-Abgabe durch 
die Pflanzen eintritt, welche aber im Lichte grôBer ist als im Dunkeln. 

Möglicherweise ist diese CO,-Abgabe so zu interpretieren, daß in 
CO,-freier Luft ein starkes Gefälle für CO, zwischen den Zellen bzw. 
deren Zellwänden und der Intercellularenluft vorhanden ist‘ 

Im übrigen ist aus den bisherigen Versuchen zu schließen, daß der 
CO,-Entzug während der Lichtperiode nur insofern einen Einfluß auf 
die CO,-Aufnahme während der Dunkelperiode ausübt, als daß diese 
etwas niedriger als im Normalfall ist. 

Normalluft während der Lichtperiode hindert andererseits die Bryo- 
phyllen nicht daran, während dieser Zeit praktisch kaum CO, aufzu- 
nehmen, vielmehr meistens in dem für den ‚Normalfall‘ gültigen 
schwachen CO,-Abgabezustand zu verharren. 


IX. Die CO,-Aufnahme und -Abgabe von Succulenten, welche periodisch 
mit 10%iger Zuckerlösung bespritzt werden 

Diese Versuche zeigen eine gewisse Analogie zu den unter VIII. 
beschriebenen Experimenten, und zwar aus dem Grunde, weil man 
hier nach der Darreichung von Zucker wiederum fast immer nur eine 
starke CO,-Abgabe erhält. 

Die Versuche mit dem Bespritzen von Saccharose-Lösung auf die 
Blätter wurden mit Aloe aristata und vor allem Bryophyllum daigre- 
montianum ausgeführt. Die Darreichung der Lösung erfolgte durch 
Übergießen der Planzen mit einer kleinen Brause. Da Bryophyllum- 
Blätter Spaltöffnungen auch auf der Oberseite haben, war ein Ein- 
dringen der Nährlösung gewährleistet, doch wäre die Wirkung vielleicht 
eindringlicher gewesen, wenn mit einem Zerstäuber auch die Unterseite 
behandelt worden wäre. Gelegentlich wurde die 10%ige Zuckerlösung. 
wenn sie mehrere Tage aufbewahrt werden sollte, zum Schutz vor 
Pilzinfektionen mit Spuren von Chinosol versehen. Die Darreichung 
der Lösung erfolgte im 1. Teil der 14-stündigen Photoperiode. 

Ganz allgemein tritt kürzere oder längere Zeit nach dem Geben der 
Zuckerlösung eine starke CO,-Abgabe (Atmung) auf, die teilweise be- 
trächtlich stärker als die vorhergehende CO,-Aufnahme ausfällt. Bei 
Aloe ist diese Atmung gewöhnlich intensiver als bei Bryophyllum, was 
vielleicht damit zusammenhängt, daß sich die Lösung zwischen den 
gestaucht angeordneten Blättern länger hält, während sie bei den 
Bryophyllum-Blattern schnell abtropft. Nach und nach klingt die 
Zuckerwirkung ab, was sich bei Bryophyllum durch Abnahme der 
CO,-Abgabe ausdrückt. Man kann dann besonders deutlich sehen, daß 
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der endogene Plasmarhythmus weiter — auch im Atmungsbereich — 
anhält, denn wenn das Licht an- und abgeschaltet wird, treten die 
auf S. 41 erwähnten Kurvensprünge auf. 

Vielfach verlaufen die Kurven der mit Zuckerlésung bespritzten 
Pflanzen völlig parallel zu den Kurven der nicht behandelten Pflanzen, 
nur sind sie unter die Kompensationslinie (=: Kurve für den CO,- 
Gehalt der Außenluft) nach der Atmungsseite zu verschoben. Hält man 
die Pflanzen im Dauerdunkel, so ist die CO,-Abgabe entsprechend 
stärker als bei beleuchteten Pflanzen. 
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Abb. 20. Verlauf des pn-Wertes des Zellsaftes von Bryophyllum daigremontianum mit 
(77773 -— + — ) und ohne ( ; ———) Zuckerfütterung der Blätter 





Bei manchen Pflanzen dauert es länger, bei anderen kürzer, bis die 
Zuckerwirkung auf den CO,-Stoffwechsel einsetzt. Im günstigsten Fall 
geht das Versuchsobjekt fast sofort nach Darreichen der Zuckerlösung 
zur CO,-Abgabe über, im ungünstigsten Fall vergehen bis zu diesem 
Stadium über 24h. Ebenso ist auch die Dauer der Zuckerwirkung 
unterschiedlich. So ging ein vorher im Gewächshaus befindliches Bryo- 
phyllum daigremontianum, das in der Küvette vom 26. 2.—6. 3. 59 
bei einem Luftdurchsatz von 2401/h, 14:10h Licht/Dunkelwechsel, 
und 25000 lx nur schwachen CO,-Stoffwechsel mit De Saussure- 
Effekt (nächtliche CO,-Aufnahme) zeigte und am 5.3.59 Zucker be- 
kam, vom 6.3.59 10h an zu starker CO,-Abgabe über. Diese dauerte 
trotz des Licht/Dunkelwechsels noch bis zum 9.3.59 an. 

Auch bei Aloe trat häufiger der Fall ein (Kurve vom 10. 1. 59), daß 
die CO,-Abgabe mit ihrem Maximum erst etwa 24 h nach dem Begießen 
mit der Zuckerlösung einsetzte, und dann tagelang (hier bis zum 15. I.) 
anhielt. Es ist nicht ausgeschlossen, daß die verspätete Reaktion der 
Pflanzen auf das Bespritzen mit Zucker durch das unkontrollierbare 
verzögerte Eindringen des Kohlenhydrates in die Zellen bedingt ist. 








CO,-Stoffwechsel bei Pflanzen mit diurnalem Säurerhythmus 63 


Was mit dem Zucker in der Pflanze geschieht, kann nicht ohne 
weiteres gesagt werden. Daß er von etwa in den Intercellularen der 
Blätter vorhandenen Mikroorganismen oxydiert wird, ist unwahrschein- 
lich, denn dann würde sich bei der CO,-Abgabe wohl nicht der endogene 
Rhythmus so deutlich bemerkbar machen. Ich habe den pp-Wert von 
mit Zucker bespritzten und unbespritzten Bryophyllen über 24h lang 
verfolgt, wobei die Acidität des Zellsaftes der gespritzten Blätter deut- 
lich niedriger lag (Abb. 20). Hieraus ist zu schließen, daß ein Einbau 
des Kohlenhydrates in Malat — wenn überhaupt — nur unvollkommen 
erfolgt. Die Malatsynthese scheint aber trotz der Zuckergabe, wenn 
auch mit verringerter Intensität vor sich zu gehen, denn sonst wäre 
der auch jetzt vorhandene diurnale Aciditätswechsel nicht zu verstehen. 
Wahrscheinlich wird der Großteil des Zuckers unabhängig vom Malat- 
Speicherungssystem nach dem Schema des normalen Atmungsstoff- 
wechsels über den Tricarbonsäurecyclus zu CO, abgebaut. 

Mever-Mevivs (1959, S. 588) fütterte Tropaeolum-Blätter ebenfalls 
mit Saccharose, aber auch mit anderen Hexosen. Sie maß den O,-Ver- 
brauch in der Warburg-Apparatur und stellte bei Darreichung von 
Saccharose eine bedeutend höhere Atmung als bei Fütterung mit z. B. 
Lactose und Rhamnose fest. Der Wert des Respirationsquotienten habe 
bei den mit Rohrzucker gefütterten Proben nahe 1 gelegen. In unserem 
Fall hätte man den Respirationsquotienten genau nur mit einer gleich- 
zeitig mit den URAS-Messungen stattfindenden Gasanalyse des Sauer- 
stoffverbrauchs bestimmen können. Hierfür standen aber keine Appara- 
turen zur Verfügung. 


X. Über die Natur des für die CO,-Fixierung bei den Suceulenten 
erforderlichen Reaktionssystems 

Wie schon in Abschnitt IT betont (S. 30), ist für das Zustande- 
kommen der nächtlichen CO,-Fixierung bei den Pflanzen mit diurnalem 
Säurerhythmus 1. genügend starke Beleuchtung in der der Dunkel- 
periode vorangegangenen Lichtperiode, 2. das Vorhandensein eines 
lichtempfindlichen enzymatischen Reaktionssystems erforderlich. Vor 
allem in meiner Arbeit von 1957 (S. 205ff.) suchte ich diese beiden 
Punkte an der Hand von Literaturangaben zu analysieren. Die Not- 
wendigkeit der Beleuchtung für das Zustandekommen der CO,-Fixierung 
im Dunkeln ist vielleicht das interessanteste Problem der Art und 
Weise, wie die Succulenten ihre Photosynthese ausführen, denn dieser 
Prozeß ist bei ihnen schon von Natur aus in mindestens zwei Teil- 
vorgängen zerlegt, den wir bei den Pflanzen mit ‚normaler‘ Photo- 
synthese erst künstlich konstruieren müssen, nämlich 1. die Aufnahme 
von Licktenergie und 2. der nach diesem photochemischen Prozeß rein 
chemisch im Dunkeln ablaufende Vorgang der CO,-Fixierung und deren 
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Einbau in organische Substanz. Ich möchte annehmen, daß sich an 
diesen 2. Prozeß ein 3. lichtabhängiger Vorgang anschließt, in dem die 
von der aufgenommenen CO, herrührende Äpfelsäure unter Abgabe 
dieser CO, wieder in ihre Ausgangsverbindung überführt wird, während 
das CO, in normaler Weise photosynthetisch zu Kohlenhydrat um- 
gewandelt wird. 

Im folgenden seien mangels eigener experimenteller Befunde an 
Hand der neuen Literatur die Modalitäten diskutiert, die maßgebend 
für die Dunkelfixierung der CO, nach vorheriger Beleuchtung und 
den nachfolgenden Abbau der CO, sind. 

1957 (8.207 ff.) nahm ich vielleicht zu sehr vereinfacht an, der Haupt- 
vorgang der Dunkelfixierung der CO, liege nach einem Befund von OcHoa 
(1951) in der reduktiven Karboxylierung von Brenztraubensäure zu 
l-Äpfelsäure unter Aufnahme von CO, mittels des hydrierten Coenzyms 
TPNH +H*. Prrson (1957) hielt diese Annahme für bisher unbewiesen. 


COOH 
CH, CH, 
bo + CO, + TPNH + H* = CHOH + TPN* (Malic Enzym) 
boon COOH 


Trotzdem dürfte das Prinzip dieser Hypothese nach wie vor zu- 
treffen, nur sind mehrere enzymatische Reaktionen an dem ProzeB 
beteiligt, von denen aber eine sicherlich in der Reduktion von Pyridin- 
Nucleotiden durch das Licht besteht. 

TPN* Licht { TPNH + H ‘3 
DPN*  Chloroplasten | DPNH + H 

1958 ist auBerdem von Arnon et al. (s. die Ubersicht von KANDLER 
1960) entdeckt worden, daB Lichtenergie mit Hilfe von gebrochenen Chloro- 
plasten (d.h. Chloroplasten-Suspension in Wasser) und Chloroplasten- 
extrakt gleichzeitig neben der Pyridinnucleotid-Reduktion auch aus 
ADP + anorganischem Phosphat ATP zu bilden vermag nach der Formel: 


H,0 + { 1}, Op. 


a 5 gebrochene Chloroplasten N 
re ee Mg**, Chloroplastenextrakt ” TPNH + ATP + "fs Oy. 





Das Vorhandensein von ATP ist aber wichtig fiir die Bildung von 
Ribulose-Diphosphat aus Ribulose-5-Phosphat (s. 8. 66). 

Im übrigen wird jetzt von vielen Autoren (s. z.B. DuysENs-AMESZ 
1959, Burzer 1960, KANDLEr. c., S. 51) TPNH neben ATP als absolut 
notwendig für die CO,-Reduktion über PGA bei der Photosynthese 
angesehen. 

EBERHARDT (1958, S. 180) zählt in seiner Zusammenfassung 3 ver- 
schiedene Môglichkeiten der CO,-Dunkelfixierung auf, die alle eine 
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Variante der auch von mir (1957, S. 208) in Erwägung gezogenen 
Wood-Werkman-Reaktion sind, nämlich: 

1. Mittels Äpfelsäureenzym (malic enzyme) die oben erwähnte 
reduktive Karboxylierung der Brenztraubensäure, wobei nach ihm 
nur statt TPN das Coenzym DPN als Wasserstoffüberträger dient. 


CH, : CO - COOH + CO, + DPN—H, = HOOC - CHOH - CH, - COOH + DPN 


2. Mittels Phospho-enol-Brenztraubensäure, Carboxykinase und ADP 
die Umwandlung des PEP zu Oxalessigsäure: 


CH, = C—COOH + CO, + ADP = HOOC- CH, : CO - COOH + ATP 
| 
0 
PO,H, 


Diese Reaktion hat aber nach Ranson-THomas (l. c., S. 97) weniger 
Wahrscheinlichkeit, weil man PEP-Carboxykinase, obwohl an sich weit 
verbreitet in Pflanzengeweben, bisher noch nicht in Pflanzen mit CAM 
nachgewiesen hat. 

3. Die gleiche Reaktion wie unter 2., jedoch ohne ADP mit Hilfe 
von PEP-Carboxylase: 

CH, = EEE + CO, = HOOC - CH, - CO - COOH + Pi 


O 
PO,H, 

Die 3. Reaktion halten EBERHARDT und Ranson-THomas (1960, 
S. 98) für am wahrscheinlichsten, weil man im Blattextrakt von Bryo- 
phyllum PEP-Carboxylase und außerdem als erstes Produkt der Dunkel- 
fixierung von CO, Oxalessigsäure hat nachweisen können. 

Die Reduktion der Oxalessigsäure zu Äpfelsäure erfolgt dann 
weiter durch Äpfelsäuredehydrogenase und DPN-H,. Dieses DPN-H, 
müßte dann aber nach meiner Hypothese während der Lichtperiode 
aus DPN reduziert werden, so daß also auch hier die Mitwirkung des 
Pyridinnucleotids erforderlich ist. 

Gegen die unter 3. beschriebene Hypothese spricht nur die von mir 1957 
zitierte Feststellung OcHoAs, daß in der Regel die Koppelung der beiden Reak- 
tionen Brenztraubensäure-Oxalessigsäure und Oxalessigsäure-l-Äpfelsäure in 
vitro nicht gelingt. . 

Wichtig ist bei der Beurteilung der Versuchsergebnisse verschiedener Autoren 
die Vorbehandlung ihres Versuchsmaterials. Zum Beispiel benutzten SALTMAN- 
KuNITAKE-SPOLTER-STiTTs (1956) nur junge Blätter von 1—2cm Länge von 
Bryophyllum calycinum für ihre Versuche. Nun sind nach dem auf 8. 42 Ge- 
sagten vor allem nur die älteren, ausgewachsenen Blätter an dem diurnalen Säure- 
rhythmus beteiligt, nicht aber die jungen, noch unausgewachsenen. Außerdem 
konnten die abgeschnittenen Blätter nur 20 min lang im Dunkeln CO, fixieren. 

Planta, Bd. 56 5 
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Wenn nun SALTMAN et al. als erstes Produkt der CO,-Fixierung die Oxalessigsäure 
postulieren nach dem Schema: 


Glykolyse 
Kohlenhydrat = PEP 
PEP — Oxalessigsäure 





PEP-Carboxylase 


so mag die Art der Bildung des PEP vielleicht für ihre Versuche zutreffen, dürfte 
sich aber nicht unbedingt auf den allgemeinen Fall der CO,-Speicherung im 
diurnalen CO,-Stoffwechselrhythmus erstrecken. 

Ranson-THomas (1960, S. 102) stellen auch die Möglichkeit in Be- 
tracht, daB Ribulose-Diphosphat und PEP als CO,-Akzeptoren fungieren : 
RDP + CO, -—— 2PGA 
2 PGA — 2 H,0 ——> 2 PEP 

Allerdings können sie sich nicht erklären, wie im Dunkeln RDP 
gebildet wird. Da nun aber nach Arnon et al. (s. S. 64) ATP mit Hilfe 
von Lichtenergie aus ADP-+P; gebildet und andererseits nach dem 
Calvin-Schema der Photosynthese RDP mit Hilfe von ATP und Kinase 
aus Ribulose-5-Phosphat entsteht (vgl. LEUTHARDT 1959, S. 527), hat 
dieser Weg der Malatsynthese Wahrscheinlichkeit gewonnen. Hierbei 
könnte sogar in doppelter Weise CO, fixiert werden, einmal mit Hilfe 
von RDP, das andere Mal bei der Umsetzung von PEP zu Oxalessig- 
säure. Eine Dunkel-CO,-Fixierung über RDP mittels ATP würde indessen 
nicht die so charakteristische Vergrößerung des Malatgehaltes während 
der Dunkelperiode verursachen können. 

Vielleicht hat aber die CO,-Fixierung mittels RDP größere Bedeu- 
tung für die Umsetzung des in der Nacht gebildeten Malats in Kohlen- 
hydrate. Dieses kann nur bei Licht geschehen, denn sonst würde bereits 
im Dunkeln die Malatmenge abnehmen. Außerdem stellte schon 
VickERY (1954) fest, daß Stärke im Dunkeln höchstens verschwindet, 
nicht aber gebildet wird, was nur im Licht geschieht (VICKERY 1959). 

Nach Ranson-Tuomas (I. c., S. 104) wird zunächst die Äpfelsäure 
wieder decarboxyliert und ergibt dabei CO, und Pyruvat oder PEP 
sowie DPNH. Sie erörtern die Frage, was mit dem Pyruvat oder PEP 
geschieht. Es wird angenommen, daB nur wenig Pyruvat oder PEP, 
z. B. über PGA auf dem umgekehrten Weg der Glykolyse direkt zu 
Kohlenhydraten synthetisiert wird. Der Hauptteil soll über den Tri- 
carbonsäure-Cyclus zu CO, oxydiert werden. 

Meines Erachtens wird aber diese Anschauung dem Problem der 
Kohlenstoffgewinnung bei den Succulenten nicht gerecht. Es ist nicht 
einzusehen, warum das in der Nacht gebildete Malat erst am folgenden 
Tag über den Tricarbonsäurecyclus wieder vollständig zu CO, abgebaut 
werden muB. Einen wirklichen Kohlenstoffgewinn hat die Pflanze 
doch nur von dem CO,, das bei der Decarboxylierung des Malats anfällt. 
Das PEP braucht sie aber wieder für die Malatbildung in der folgenden 
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Dunkelperiode, denn sonst müßte dieses aus Kohlenhydraten neu ge- 
bildet werden!. Ich glaube daher, daß in der Hauptsache das PEP 
unangetastet bleibt und nur das bei seiner Bildung anfallende CO, 
nach dem Calvin-Schema (BAssHAM-CALviN 1960, S. 915) durch RDP 
zu PGA umgesetzt wird. Die hierfür notwendige Lichtenergie ist bei der 
für die RDP-Bildung notwendigen Umsetzung von ADP zu ATP ver- 
braucht worden. Das bei der Decarboxylierung der Äpfelsäure wieder 
reduzierte Pyridinnucleotid könnte entweder mit ATP zur Überführung 
der PGA in Phosphoaldo bzw. -ketotriose gebraucht werden, oder es 
dient in der folgenden Dunkelperiode erneut zur Umsetzung von PEP 
bzw. Oxalessigsäure in Malat. In diesem Falle würde allerdings die 
Abhängigkeit der Malatbildung von der zuvor gegebenen Lichtmenge 
schwieriger zu deuten sein. Jedenfalls bedeutet die Kohlenhydratbildung 
über PGA den endgültigen Kohlenstoffgewinn. 

Mit dieser Hypothese dürfte man wohl am ehesten erklären, warum 
bei Pflanzen wie Kalanchoe, dünne Blätter direkt die CO, assimilatorisch 
verwerten können und nur dicke Blätter den Umweg über die Malat- 
bildung beschreiten, oder wenn bei 36 h-Bryophyllen eine Photosynthese 
ohne nächtliche Speicherung erfolgt. Das hängt davon ab, ob die CO, 
tagsüber Zugang zu den Chloroplasten hat. Ist dieser beschränkt 
bzw. wird kein CO, aufgenommen, so muß die Lichtenergie über Tag 
und das CO, über Nacht gespeichert werden. Ist aber das CO, einmal 
im Malat inkorporiert, so steht es in der folgenden Lichtperiode für 
die Photosynthese zur Verfügung, und es macht nichts aus, wenn von 
außen her kein CO, aufgenommen werden kann. Im übrigen ergibt sich 
hieraus, wie wichtig für das Zustandekommen des CAM eine in Licht 
und Dunkelheit wechselnde Eintrittsmöglichkeit für das CO, in die 
assimilierenden Zellen bzw. die Einflüsse des endogenen Rhythmus sind. 


Zusammenfassung 

1. Das Vorkommen des ,,De Saussure-Effektes‘‘ (nächtliche CO,- 
Speicherung durch Malat) ist von 3 Bedingungen abhängig: 

a) Dem Vorhandensein eines lichtempfindlichen enzymatischen, auf die 
Bildung und den Abbau von Äpfelsäure wirkenden Reaktionssystems; 

b) einer genügenden Succulenz der assimilierenden Organe; 

c) einer bei Licht und Dunkelheit wechselnden CO,-Permeabilitat 
des Zellgewebes für Kohlendioxyd. 


Im übrigen lassen sich für das Vorkommen des De Saussure-Effektes 
bei den einzelnen Pflanzenfamilien keine bestimmten Regeln aufstellen, 


1 So konnten die Pflanzen in den auf 8.58 beschriebenen Versuchen mit 
CO,-freier Luft auch bei CO,-Entzug während der Lichtperiode in der folgenden 
Dunkelperiode CO, aufnehmen. Es mußte also genügend PEP trotz Unmöglichkeit 
einer direkten Photosynthese zur Verfügung gestanden haben. 


5* 
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jedoch führt ein diurnaler Wechsel eines etwaigen Gehaltes an Isocitronen- 
säure meist zu keinem De Saussure-Effekt. 

2. Die succulenten Blatter von Pflanzen mit und ohne De Saussure- 
Effekt weisen keine auffallenden anatomischen Unterschiede auf. 

3. Der De Saussure-Effekt ist mit einem 24stündigen endogenen 
Rhythmus verknüpft, der in einer auch im Dauerlicht konstanter 
Intensität vorhandenen Änderung des CO,-Stoffwechsels besteht. 

4. Der De Saussure-Effekt hat bei Bryophyllum daigremontianum 
einen Jahresrhythmus, denn seine Umstellung auf andere Beleuchtungs- 
rhythmen erfolgt nur im Sommer und Herbst schnell und vollständig. 
Im zeitigen Frühjahr geschieht sie träge und unvollständig. 

5. Der endogene 24 h-Rhythmus ist noch bemerkbar, wenn sich 
Bryophyllum in einem 36 h-Licht/Dunkelrhythmus verschiedener Unter- 
teilung (z.B. 20:16h oder 9:9:9:9h) befindet. Wahrscheinlich steht 
er unter dem Einfluss der Hochenergiereaktion des Rot/IR-Pigment- 
systems. Im konstanten Dauerlicht der Natriumdampflampe läuft er 
monatelang weiter, klingt dagegen in starkem Fluorescenzlicht mit 
viel Blaustrahlung ab. 

6. Der pa-Wert des Zellsaftes von Succulenten mit De Saussure- 
Effekt verläuft über 24 Std mit dem CO,-Stoffwechsel annähernd 
parallel. Bei Nichtvorhandensein von nächtlicher CO,-Aufnahme sind 
die diurnalen Schwankungen des py-Wertes viel geringer. 

7. Es werden weitere Versuche beschrieben, nach denen das Zu- 
standekommen der generativen Phase bei photoperiodischen Gewächsen 
direkt nichts mit deren CO,-Stoffwechsel zu tun hat. 

8. Für die CO,-Aufnahme der Blätter von Bryophyllum daigremon- 
tianum wurden im Normalfall Werte bis zu 5,66 mg CO,/h - dm? er- 
mittelt. Unter bestimmten Umständen erfährt dieser Wert eine be- 
deutende Steigerung. 

9. Der Netto-Betrag der CO,-Aufnahme im Dunkeln ist normaler- 
weise stets höher als der Betrag der CO,-Aufnahme im Licht. 

Häufig wird in der Dunkelperiode mehr als 2,5mal so viel CO, als 
im Lichte aufgenommen. 

10. In CO,-freier Luft befindliche Bryophyllen geben während der 
Lichtperiode mehr CO, als während der Dunkelperiode ab. Der endo- 
gene Rhythmus macht sich auch in CO,-freier Luft bemerkbar. CO,- 
Entzug während der Photoperiode verringert etwas die CO,-Aufnahme 
während der Nyctoperiode. 

11. Darreichung von Saccharose über die Blätter an Aloe aristata 
und Bryophyllum daigremontianum führt während längerer Zeit zu 
starker CO,-Abgabe. Auch während dieser Zeit läßt sich das Weiter- 
bestehen des endogenen Rhythmus nachweisen. 

12. Der lichtabhängige Chemismus der CO,-Fixierung wird diskutiert. 
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DIE ENTWICKLUNG DES LEITBUNDELSYSTEMS 
IM KEIMBLATT VON PULSATILLA VULGARIS 
MIT BESONDERER BERUCKSICHTIGUNG 
DER PROTOXYLEM-DIFFERENZIERUNG* 


Von 
Hans-RoLr HösTER und WALTER ZIMMERMANN 
Mit 19 Textabbildungen 
(Eingegangen am 21. September 1960) 


A. Einleitung 

Im Vergleich zu den Laubblättern sind die Kotyledonen nach 
v. GUTTENBERG (1960) bisher nur wenig ontogenetisch untersucht 
worden. Die Keimblätter sind zwar offensichtlich den Laubblättern 
homolog, trotzdem zeigt ihre Ontogenie Unterschiede. Diese ergeben sich 
aus der vollkommen andersartigen Entstehung jener Blattgebilde. Das 
Übersehen dieser Tatsache ist vielleicht Schuld an manchen Diskussionen 
über die Histogenese. 

Aus diesem Grund erschien es wesentlich, vor allem die besonderen 
Verhältnisse in der Ontogenie der primären Keimblattbündel zu unter- 
suchen. In den letzten beiden Jahrzehnten hat die Differenzierung der 
primären Bündelgewebe eine große Bedeutung erlangt. Im Vordergrund 
stand dabei die Entscheidung, ob die Differenzierung acropetal oder 
basipetal erfolgt. 


Das Muster der Bündeldifferenzierung wurde in den älteren Arbeiten vielfach 
auf der Grundlage der Entwicklung des Protoxylems interpretiert. Neuere Unter- 
suchungen haben aber ergeben, daß die Richtung der Procambium-Differenzierung 
nicht notwendigerweise mit der des Protoxylems oder Protophloéms übereinstimmen 
muß. Bei der Differenzierung der primären Bündelgewebe handelt es sich um 
mehrphasige Prozesse, deren Differentiatoren sehr wohl voneinander verschieden 
sein können. Für die Differenzierung des Protoxylems ist ein Faktor bereits in der 
B-Indolylessigsäure gefunden worden (JacoBs und Morrow 1957). 


Bei den Angiospermen stellt die acropetale Differenzierung des Pro- 
cambiums die Regel dar (Esau 1943, 1954, DE SLOOVER 1958). Einige 
Monokotylen machen dabei anscheinend eine Ausnahme: die Mediane 
und die Hauptlateralen entwickeln sich zwar acropetal, nach Erreichen 
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der Blattspitze biegt aber ein Teil dieser Lateralen um, und das Pro- 
cambium differenziert sich zur Basis hin. 

Das steht nun keineswegs im Widerspruch zur allgemeinen Auffassung. 
Es ist nämlich grundsätzlich zu unterscheiden, ob sich acropetal bzw. 
basipetal auf die Ausgliederung des Procambiumstranges oder auf die 
Gesamtmorphologie des Blattes bezieht. Selbst wenn ein solcher Pro- 
cambiumstrang umbiegt und sich dann basipetal in Richtung auf den 
Blattstiel entwickelt, so ist seine Differenzierung natürlich immer noch 
acropetal in bezug auf das Leitbündelsystem. Dieser Unterschied ist 
häufig nicht beachtet worden. 

Mit der Differenzierung der primären Leitbündelgewebe ist die 
Ontogenie des Adernetzes eng verbunden. Die heutige Nervaturfor- 
schung wendet sich vor allem der Kleinaderung zu (Foster 1952, 
Pray 1960, SLADE 1959). Im Zusammenhang mit der Ausbildung des 
Adernetzmusters ergab sich die Frage, ob und inwieweit die frühen 
Stadien der Entwicklung Merkmale der von der Telomtheorie angenom- 
menen phylogenetischen Ahnen rekapitulieren. 

Die vorliegenden Untersuchungen wurden an Keimblättern von 
Pulsatilla vulgaris durchgeführt (vgl. die anatomischen und entwick- 
lungsgeschichtlichen Untersuchungen von ZIMMERMANN 1939, 1959; 
ZIMMERMANN, WOERNLE und WARTH 1953; BECK 1954; RATHFELDER 
1954, 1956 und AvER 1960). 

Die Kotyledonen von Pulsatilla weisen im Vergleich zu den Laub- 
blättern eine einfachere Gestalt auf. Auch methodisch ist ihre Unter- 
suchung leichter: die Blätter sind in den jüngsten Stadien nicht gefaltet, 
dünn und besitzen keine Haare, so daß es bei entsprechender Fixierung 
und Färbung gut möglich ist, eine ganze Folge ontogenetischer Stadien 
in Totalpräparaten zu erhalten. 


B. Methode 


Mikrotomschnitte!. Die Fixierung und Färbung der Schnitte erfolgte im wesent- 
lichen in Anlehnung an die Vorschriften von JOHANSEN (1940). Das vorwiegend 
junge Material wurde fixiert mit Formalin-Eisessig-Alkohol (Dauer 18—20 Std.) 
und dehydriert mit tertiärem Butylalkohol; die Einbettung geschah in Paraffin 
vom Schmelzpunkt 52—53° C bzw. 68—72° C. 

Einfache Übersichtspräparate wurden mit Hämatoxylin nach Mayer angefärbt. 
Für eine Unterscheidung von verholzten und zellulosehaltigen Zellwänden erwies 
sich eine Doppelfärbung mit Safranin und Fastgreen FCF als sehr nützlich. Die 
Darstellung meristematischer Gewebe (vor allem Procambium) gelang sehr gut mit 
der von Foster (1934) ‚angegebenen Tannin-Eisenchlorid-Safranin-Methode. 

Totalpräparate. Die Keimung der Samen erfolgte in Petrischalen im Thermo- 
staten bei einer Temperatur von 28°C. Um die jüngsten Stadien der Keimblätter 
unbeschädigt zu erhalten — sie sind bis zu einer Länge von etwa 4 mm noch in der 
Samenschale und von Endosperm umgeben —, wurden nach Entfernung der 
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Fruchtschale die Samen vorsichtig gequetscht. Altere Stadien stammten aus 
Blumentopf-Aussaaten bzw. vom Versuchsfeld. 

Das gesamte Material wurde mit Formalin-Eisessig-Alkohol fixiert und in einer 
2,5 %igen Natronlauge im Thermostaten bei 28—30° C (Dauer 4—6 Tage) aufgehellt. 
Gefärbt wurde nach Foster (1950) mit einer 1 %igen Lösung von Safranin (in glei- 
chen Teilen abs. Alkohol und Xylol). 


Technische Hilfsmittel. Bei der Untersuchung des Protoxylemverlaufs erwies 
sich das polarisierte Licht sowohl bei Mikrotomschnitten als auch bei Totalpraparaten 
als sehr niitzlich (RATHFELDER 1955). Haufig konnten jiingste Stadien des Proto- 
xylems, bei denen die Safraninfärbung noch nicht ansprach, erst mit Hilfe des 
polarisierten Lichtes einwandfrei identifiziert werden. 

Die anatomischen Präparate wurden zum größten Teil mit dem Ultraphot II 
(Zeiss) fotografiert. 

C. Ergebnisse 
I. Die Differenzierung der primären Biindelgewebe 
1. Das Procambium 


Das Procambium soll nach HELM (1931) definiert werden. Die ersten 
procambialen Zellen des Embryos entstehen im späteren Zentralzylinder 
(„procambial core‘ nach Esau 1954). In dem nur 0,55 mm langen 
Embryo (Abb. 1), der schon wenige Tage nach Beginn der Keimung 
fixiert wurde, befindet sich in der Mitte der embryonalen Achse eine Zone, 
die sich durch Zellen mit ovalen bis sehr langgestreckten Kernen aus- 
zeichnet, den Procambiumzellen. 

Aus Abb. 1 sowie aus Querschnitten durch entsprechende Stadien 
ist zu entnehmen, daB sich zu diesem Zeitpunkt weder Protoxylem noch 
Protophloém aus dem Procambium entwickelt haben. 

Das Procambium differenziert sich aus der embryonalen Achse in 
acropetaler Richtung in die sich bildenden Kotyledonen. Während in 
diesem jungen Embryo noch kein Procambium in die Keimblatter 
abgegeben wird, ziehen in Abb. 2, einem späteren Stadium, bereits voll 
spiralisierte Tracheiden in die beiden Kotyledonen. Zwischen den beiden 
Keimblattern der Abb. 2 befindet sich eine Zellgruppe, die sich durch 
eine stärkere Färbbarkeit von dem umgebenden Gewebe abhebt. Sie 
stellt den Vegetationspunkt dar, gliedert aber in diesem Entwicklungs- 
stadium noch keine Blattprimordien ab. 

Bei der Differenzierung des Procambiums handelt es sich zunächst 
nur um eine einzige Reihe von Zellen in den Kotyledonen. Diese Zell- 
kette teilt sich dann mehr oder weniger gleichzeitig längs, so daß der 
Procambiumstrang aus deren Teilungen entsteht. Abb.3 zeigt als Folge 
der Längsteilung ein Beispiel: die Querwände der Procambiumzellen 
liegen alle auf gleicher Höhe, dadurch erscheinen die Zellen gruppen- 
weise angeordnet. 

Diese Regelmäßigkeit in der Anordnung verwischt sich allerdings 
beim weiteren Wachstum durch eine unterschiedliche Ausdehnung der 
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Abb. 2 





Mediane Längsschnitte durch den Keimling. 


Abb. 1. Anlage des Procambiums in der em- 
bryonalen Achse. Blattlinge etwa 0,2 mm. 
Färbung: Hämatoxylin. 190/1 


Abb. 2. Schnitt durch den Vegetationspunkt. 

Tracheidenstränge ziehen bereits in die Koty- 

ledonen. Blattlänge etwa 2,1 mm. Färbung: 
Safranin-Fastgreen FCF. 205/1 


Abb. 3. Procambiumzellen in den Kotyledonen 

gruppenweise angeordnet (der Procambium- 

strang ist teilweise angeschnitten). Blattlänge 

etwa 2,1 mm. Färbung: Safranin-Fastgreen 
FCF, 190/1 








b. 2 
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einzelnen Zellstränge in der Längsrichtung. Oft lieB sich dieses an Kern- 
teilungsfiguren beobachten: bereits in der frühen Telophase wurden die 
aus einer Langsteilung entstandenen Zellen durch diese ungleiche Aus- 
dehnung aneinander vorbeigeschoben. 

In die Spreite jedes Keimblattes führt anfänglich nur ein einziger 
Procambiumstrang, der sich etwas oberhalb der Basis der Spreite ver- 
zweigt und nach jeder Seite ein laterales Biindel! abgibt. Diese laufen 
annähernd parallel zum medianen Biindel! und verbinden sich in der 
Blattspitze wieder mit ihm. Von den Hauptlateralen zweigen kleine 
Seitenadern ab, zunächst aber nur zum Blattrand hin. Zu diesem Zeit- 
punkt besitzen die Kotyledonen ein offenes Biindelsystem (Abb. 13a). 
Die anastomosierenden Adern werden später angelegt. Durch diese 
3 Hauptbiindel ist im groben das Muster der späteren Leitbiindel aller 
Pulsatilla-Blatter schon sehr früh (Blattlange etwa 0,75—1,25 mm) 
vorgezeichnet. 

Die Differenzierung des Procambiums erfolgt zumindest bei der 
Mediane und den Hauptlateralen acropetal, und die Bündel treten nie 
diskontinuierlich auf, wie aus Schnittserien geschlossen werden konnte. 
Insofern stimmen diese Ergebnisse völlig mit denen anderer Autoren 
(z.B. Beck 1954) überein. Über die Sonderstellung der basalen Adern 
siehe S. 87. 


2. Das Protoxylem 

a) Die Entwicklung der Protoxylemzelle. Das Protoxylem wird verschieden 
definiert: entweder ontogenetisch als die zuerst angelegten Gefäßelemente (ZIMMER- 
MANN 1959, S. 113), oder es werden entsprechend der Erstdefinition von Russow 
(1872) die besonders englumigen Tracheiden als Protoxylem bezeichnet. In der 
Praxis decken sich diese beiden Definitionen meistens, weil die ontogenetisch zuerst 
angelegten Gefäßelemente auch englumig sind. Grundsätzlich soll hier die von 
ZIMMERMANN vertretene Definition angewendet werden. 

Im allgemeinen geht das Protoxylem aus dem Procambium hervor, 
wie es auch RATHFELDER (1954) betont hat. Die Umwandlung einer 
plasmareichen Procambiumzelle in eine Protoxylemzelle erfolgt in 
mehreı- n Schritten. Nach den Untersuchungen an jungen Stadien der 
Keimblätter von Pulsatilla lassen sich 4 Entwicklungsstufen vom Pro- 
cambium bis zum Protoxylem unterscheiden: 

Stufe 1: Vergrößerung der Zelle, Kontraktion des Protoplasten bei 
unverdickter primärer Zellwand, Auftreten von cytoplasmatischen 
Bändern (= ,,expansion“ nach ScoTT, SJAHOLM und BowLeErR 1960). 

Stufe 2: Verdickung der primären Zellwand (= ‚„thickening‘ nach 
Scott et al.). 

1 Das mediane Bündel des Keimblattes soll abgekürzt als ,,Mediane‘ (M), die 
beiden großen lateralen Bündel sollen als ,,Hauptlateralen“ (L und L’) bezeichnet 
werden (Abb. 12). 
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Stufe 3. Bildung der verholzten sekundären Zellwand als Ring- oder 
Spiralverstärkung; Cytoplasma und Nucleus noch vorhanden (= ,,ligni- 
fication‘‘ nach Scorr et al.; ,,walled with contents‘ nach JAcoBs und 
Morrow 1957). 

Stufe 4. Reifes Protoxylem ohne Zellinhalt (= ,, fully mature“ nach 
Esau 1942; ,,walled and without contents‘ nach JacoBs und Morrow). 

Es handelt sich dabei um Veränderungen, die in ein und derselben Zelle vor sich 
gehen; eine reife Protoxylemzelle hat also alle vier Stadien durchlaufen. In der 
Mediane dauert dieser Entwicklungsprozeß viel länger als in den später angelegten 
Lateralen; deshalb beschränken sich die folgenden Beobachtungen im wesentlichen 
auf das mittlere Leitbündel. 

Vorstufe des Protoxylems. In dem ersten Stadium der Protoxylem- 
bildung (Stufe 1) treten cytoplasmatische Bänder auf, die als Vorläufer 
der verholzten Verdickungen angesehen werden können. Ob allerdings 
eine kausale Verknüpfung dieser beiden Phänomene besteht, ist nach 
ROELOFSEN (1959, S. 252f.) noch nicht eindeutig geklärt. 

Eine solche schrittweise Differenzierung von der Procambium- bis zur Proto- 
xylemzelle mit verdickter Primärwand läßt sich bei Abb. 4 verfolgen. In diesem 
Medianbündel besteht die apikalwärts gelegene Zelle noch aus Procambium, während 
die basal anschließende Zelle sich schon differenziert hat. Aus Nachbarschnitten 
war zu entnehmen, daß deren Protoplast bereits etwas kontrahiert ist. Es ist ferner 
auf der Abbildung eine Streifung zu erkennen, die wohl in der Hauptsache proto- 
plasmatischer Natur ist, die aber auch auf erste Anlagen der später einsetzenden 
sekundären Wandverdickung hindeuten könnte. Dabei handelt es sich noch nicht 
um verholzte Spiral- bzw. Ringtracheiden, wie eine Untersuchung mit polarisier- 
tem Licht ergab. An diese Vorstufe des Protoxylems schließt eine stark gefärbte 
Zelle an, die bereits eine verdickte primäre Wand aufweist (Stufe 2). 

Auf Grund des Studiums an etlichen Quer- und Längsschnitten soll 
dieses erste Stadium in der Ontogenie des Protoxylems noch nicht als 
Protoxylem bezeichnet werden, sondern es soll erst dann davon gespro- 
chen werden, wenn die Zellwand (primäre oder sekundäre) verdickt ist 
und sie damit infolge ihres charakteristischen Aufbaus im polarisierten 
Licht aufleuchtet (Stufe 2—4). Jacogs und Morrow (1957) benennen 
dagegen schon diese erste Stufe als ,,contracted xylem“ wegen der Kon- 
traktion des Protoplasten. 

Wahrscheinlich handelt es sich bei dieser Kontraktion des Protoplasten um einen 
durch die Fixierung bervorgerufenen Effekt (vgl. Querschnitte bei JAcoBs und 
Morrow 1957, S. 826, Abb. 3, sowie DE SLOOVER 1958, Tafel 9, Abb. 96). Aber 
auch im Falle einer Fixierungsfolge ist es recht bemerkenswert, daß das Cyto- 
plasma auf diesem Stadium durch eine Kontraktibilität während der Fixierung aus- 
gezeichnet ist. Dieses erste Stadium läßt sich bei Schnittserien schlecht verfolgen 
und bei Totalpräparaten ist eine Identifizierung unmöglich. 

Weitere Entwicklungsstufen des Protoxylems sind in neuerer Zeit 
zwar mehrfach gefunden, aber kaum beschrieben worden (u.a. Esau 
1942, MıLLER und WETMORE 1945a, b, JacoBs und Morrow 1957, 
DE SLOOVER 1958, SCOTT, SJAHOLM und BowLEr 1960). Alle Autoren 
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sind mit Esau der gleichen Meinung, daß ein Protoxylemelement dann 
als reif bezeichnet wird, wenn die Sekundärwand verholzt ist und die 
Zelle weder Nucleus noch Cytoplasma mehr besitzt. Weniger Uberein- 
stimmung herrscht jedoch dariiber, welche der vorangehend erwähnten 
Anderungen erfüllt sein müssen, damit man vom Protoxylem sprechen darf. 





Abb. 4 Abb. 4 


Abb. 4. Transversaler Längsschnitt durch das Hauptbiindel eines Keimblattes. Anfangs- 
stadien der Protoxylem-Entwicklung. Näheres im Text. Blattlänge 1,50 mm. Färbung: 
Tannin-Eisenchlorid-Safranin. 380/1 


Abb. 5. Aufgehelltes Keimblatt an der Spreitenbasis. Die Hauptlaterale besteht noch aus 
glattem Protoxylem, die Mediane ist spiralisiert. Blattlänge 2,98 mm. Färbung: Safranin. 
400/1 


Vor allem die beiden ersten Stufen werden in der Literatur manchmal nicht 
klar unterschieden. Während Minter und Wetmore (1945) sowie Jacops und 
Morrow (1957) keine Verdickung der Primärwand beobachtet haben, beschreibt 
Esau (1942) dagegen als Vorstufe des reifen Protoxylems eine auffallende Verdickung 
und starke Färbbarkeit der Primärwand. Diese soll nach Esau (1953) nicht auf einer 
Ablagerung von zusätzlicher Wandsubstanz beruhen, sondern auf einer Schwellung 
der Intercellularsubstanz: die Zelluloseschicht bleibt diinn, wahrend die Pectin- 
lamellen, die nach RoELoFsEn (1959, 8. 69) vor allem auf die primären Wände 
beschrankt sind, in der Dicke anwachsen. 


Dieses der Verholzung unmittelbar vorausgehende Stadium ist im 
allgemeinen wahrscheinlich kaum feststellbar (vgl. Diskussion), in den 
Keimblattern von Pulsatilla tritt es jedoch in den frühen Phasen ihrer 
Ontogenie sehr klar hervor bei der Entwicklung der Hauptbiindel und 
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ist auch mit Hilfe von polarisiertem Licht einwandfrei nachzuweisen. 
Auf diese zweite Stufe soll weiter unten besonders eingegangen werden. 

Dagegen herrscht über das dritte Entwicklungsstadium völlige Übereinstim- 
mung. So besitzen selbst anscheinend wandfertige Schraubentracheiden aus Neben- 
blättern von Vicia faba zu 80% noch einen Zellkern und Plasma, wie RESCH (1955) 
gezeigt hat. Diese noch lebenden Protoxylemzellen können sich nur in der Längs- 
richtung aktiv ausdehnen; denn die Anlage einer sekundären Wand erfolgt nach 
Scort et al. nur dann, wenn die Zelle bereits annähernd ihren maximalen Durch- 
messer erreicht hat. 

Das glatte Protoxylem. Ausgehend von Totalpräparaten zeigt dieses 
Protoxylemstadium (Stufe 2) keine besonderen Konturen, wie sie z.B. 
der spiralisierten Zelle eigen sind (vgl. Abb. 5); die Wand dieser Zelle 
ist noch glatt und unverholzt. Aus diesem Grund soll diese Entwick- 
lungsstufe als glattes Protoxylem bezeichnet werden. Für die weiteren 
Untersuchungen sei daher definiert: 

a) glattes unreifes Protoxylem: die zukünftigen Gefäßzellen mit 
verdickter Primärwand ohne Sekundärwand (Stufe 2); 

b) spiralisiertes unreifes Protoxylem: die Protoxylemzellen mit 
verholzter Sekundärwand und Zellinhalt (= ,,walled with contents“, 
Stufe 3); 

c) spiralisiertes reifes Protoxylem: die Protoxylemzellen mit ver- 
holzter Sekundärwand ohne Zellinhalt (= ‚‚walled and without con- 
tents‘, Stufe 4). 

Nun zeigt allerdings auch das Protophloém, das ebenso wie das 
Protoxylem aus dem Procambium hervorgeht, eine Verdickung der 
Primärwand. Beide Zellarten lassen sich aber in den Blattquerschnitten 
sehr gut unterscheiden, einmal durch ihre Lage (Protophloém abaxial, 
Protoxylem adaxial) und dann durch ihren Glanz: das Protophloém hat 
nämlich auffallend perlmutterartig schillernde Wände (vgl. Esau 1941). 

Abb. 6 stellt ein sehr frühes Stadium in der Entwicklung des medianen 
Leitbündels eines Keimblattes dar. Es ist in diesem Fall das Protoxylem 
noch gar nicht ausgebildet, während das Protophloém schon eine Ver- 
dickung der primären Wand zeigt. Diese leuchtet im polarisierten 
Licht im Gegensatz zur Wand der glatten Protoxylemzelle desselben 
Entwicklungsstadiums (Abb. 7b) nur schwach auf. Auch die Zellform 
der beiden Gefäßelemente ist ganz verschieden: Die Protoxylemzellen 
sind im Querschnitt meist sechseckig, die Protophloémzellen dagegen 
mehr quadratisch bis rechteckig. 

Die Unterscheidung von glattem und spiralisiertem Protoxylem läßt 
sich anhand von Querschnitten gut verfolgen. In den Abb. 7 und 8 ist 
das Medianbündel desselben Keimblattes quer geschnitten. Während 
im Lichtmikroskop bei Abb. 7a die Intensität der Zellwandfärbung von 
der Protoxylem- und der Protophloömzelle übereinstimmt, finden sich 
in Abb. 8a Unterschiede. Dort handelt es sich bereits um spiralisiertes 
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Abb.6b 





Abb.7b 





, Abb.8b 
Abb. 6a. Querschnitt durch das Medianbiindel in der Spreitenbasis eines sehr jungen 
Keimblattes. Protophloém unreif, Protoxylem noch nicht ausgebildet. Färbung: Safranin- 
Fastgreen FCF. 770/1 
Abb. 6b. Dasselbe im polarisierten Licht 
Abb. 7a u. 8a. Querschnitte durch das Medianbiindel in der Spreitenmitte eines jungen 
Keimblattes. Die Schnittstellen sind nur 80—100 u voneinander entfernt. 
Färbung: Safranin-Fastgreen FCF 
Abb. 7b u. 8b. Dasselbe im polarisierten Licht. Das Protophloöm leuchtet bei polarisiertem 
Licht im Vergleich zum Protoxylem nur sehr schwach auf und ist deshalb 
fotografisch nicht wiederzugeben 
Abb. 7. Glattes unreifes Protoxylem (keine Verholzung), reifes Protophloém. 840/1 
Abb. 8. Spiralisiertes reifes Protoxylem (typisches Bild bei polarisiertem Licht), reifes 
Protophloöm. 800/1 (Pp Protophloöm, Px Protoxylem) 
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Protoxylem, die Zellwand spricht nicht mehr auf eine Färbung mit 
Fastgreen an. 

Auch bei der Untersuchung im polarisierten Licht ergeben sich bei 
diesen beiden Protoxylem-Entwicklungsstufen Unterschiede. Bei einer 
spiralisierten Protoxylemzelle leuchtet die Zellwand sehr stark auf 
(Abb. 8b), wobei ein dunkles Kreuz über der Zelle liegt. Nach Ratu- 
FELDER (1955) entsprechen die Balken dieses Kreuzes den beiden 
Schwingungsrichtungen der Nicols. Wesentlich geringer leuchtet dagegen 
die glatte Protoxylemzelle in Abb. 7b auf, das dunkle Kreuz ist nur noch 
schwach angedeutet. Auch schillert diese Zelle im polarisierten Licht 
etwas grünlich, eine Eigenschaft, die sie mit den Protophloémelementen 
gemeinsam hat. Das beruht auf der Anfärbung der Zellwände mit 
Fastgreen und ist damit ein Hinweis, daß noch kein Lignin in den Zellu- 
losewänden vorhanden ist. 

Um nun bei einer möglichst großen Anzahl von Keimblättern das 
Vorhandensein und vor allem den Verlauf des glatten Protoxylems 
verfolgen zu können, wurden aufgehellte Totalpräparate ausgewertet, 
da natürlich an ihnen die Verzweigungen der Bündel besonders deutlich 
werden. Abb. 5 zeigt einen Ausschnitt aus einem solchen aufgehellten 
Keimblatt, bei dem die Mediane schon aus spiralisiertem, die Haupt- 
laterale dagegen noch aus glattem Protoxylem besteht. Auch im Total- 
präparat leuchtet das glatte Protoxylem bei polarisiertem Licht auf. 

Ringtracheiden sind in den kaum gestreckten Stadien der Keimblätter von 
Spiraltracheiden nur schwer zu unterscheiden; daher soll für beide Arten die Be- 
zeichnung „spiralisiert‘‘ verwendet werden. Bei den jungen Kotyledonen von 


Pulsatilla konnten in der Nähe der Spreitenbasis in mehreren Fällen einwandfrei 
Tracheiden mit ringförmigen Verdickungsleisten festgestellt werden. 


b) Der zeitliche Verlauf der Differenzierung des Protoxylems. Die folgenden 
Zahlenangaben sind alles Durchschnittswerte aus verschiedenen Messungen; unter- 
sucht wurden etwa 160 Keimblätter jeden Alters, vor allem aber junge Stadien. 

Glattes Protoxylem. Noch bevor sich das Protoxylem ausdifferenziert, 
ist schon Protophloém in den Kotyledonen vorhanden (Abb. 6). Bei 
einer Blattlänge von etwa 1,0 mm beginnt sich aber das glatte unreife 
Protoxylem in der Mediane 200—450 u von der Basis entfernt auszu- 
bilden. Das entspricht ungefähr der Stelle, wo die beiden Hauptlateralen 
L und L’ von der Mediane abzweigen. Von hier differenziert es sich 
kontinuierlich sowohl acropetal in die Spreite wie auch basipetal in den 
Blattstiel. 

In den beiden Hauptlateralen L und L’ tritt das glatte Protoxylem 
zuerst bei einer Blattlänge von etwa 1,55 mm auf, die Differenzierung 
erfolgt ebenfalls acropetal von der Abzweigung aus. Dabei herrscht 
meist eine asymmetrische Entwicklung: während die eine Hauptlaterale 
schon bis zur Hälfte ihrer Länge glattes Protoxylem besitzt, beginnt die 
andere erst mit der Anlage. 
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Die Zellen können sehr lang werden durch selbständiges Wachstum, 
da sie stets noch lebenden Inhalt führen. Während sie in Abb. 4 die 
schmalrechteckige Form von Procambiumzellen aufweisen mit einer 
Länge von etwa 50—70 u, können sie nach der Streckung bis über 250 u 
lang werden. Dabei werden die Endwände der glatten Protoxylemzellen 
im Laufe der Entwicklung immer schrager. Sie kénnen sogar sehr spitz 
werden, so daß das Bild entsteht, als würden die Zellen aneinander 
vorbeigleiten. 

Während das glatte Protoxylem zum Teil die gesamte Mediane 
einnehmen kann (Abb. 14b), besteht bei den Hauptlateralen und den 
Seitenadern höherer Ordnung nur noch der distale Teil aus glattem 
Protoxylem, die Spiralisierung folgt meist sehr schnell. Besonders 
häufig ist das glatte Protoxylem in jenen Keimblättern vertreten, die 
sich noch innerhalb der Samen- und Fruchtschale befinden; dagegen 
fehlt es fast gänzlich bei Kotyledonen ausgekeimter Samen. 

Bisher ist diese Entwicklungsstufe noch nicht in ihrem Verlauf untersucht 
worden. JAacoBs und Morrow (1957) haben zwar ein Zwischenstadium gefunden, 
das noch keine oder nur eine ganz geringe sekundäre Wandverdickung ausgebildet 
hatte. Das Differenzierungsmuster wurde aber nicht näher verfolgt. 

Beginn der Spiralisierung. Bei etwa 1,40 mm Blattlänge bahnt sich 
als zweiter Schritt die Ausbildung einer Sekundärwand an. Im Gegen- 
satz zu dem einheitlichen Entstehungsort für das glatte Protoxylem 
kann sich das spiralisierte von mehreren Stellen aus differenzieren. In 
der Mediane beginnt seine Entwicklung — von wenigen Ausnahmen 
abgesehen — zumeist an der Blattbasis oder an der Blattspitze. 

Kurze Zeit danach tritt bereits das erste spiralisierte reife Protoxylem 
in der Mediane etwas unterhalb der Spitzenregion des Blattes auf bei 
einer Blattlänge von etwa 1,60 mm; die Differenzierung erfolgt basipetal. 

Es ist auffällig, daß schon in sehr jungen Stadien der Kotyledonen die 
Zahl der Tracheiden in der Blattspitze stark zunimmt. Bei einem Keim- 
ling von 1,65 mm Länge traten 80 u von der Spitze entfernt im Quer- 
schnitt bereits drei reife Protoxylemzellen auf, in der Blattmitte war nur 
eine glatte, an der Spreitenbasis aber wieder eine spiralisierte unreife 
Protoxylemzelle vorhanden. Dieses keulige Anschwellen der Leitbündel 
mit 15—20 nebeneinanderliegenden Tracheiden in der Spitze des aus- 
gewachsenen Keimblattes deutet auf eine Hydathode hin. 

Die Anlage einer sekundären Wand als Versteifung in den Haupt- 
lateralen erfolgt an verschiedenen Stellen bei einer Blattlänge von etwa 
1,80— 2,10 mm. Es überwiegen dabei aber wieder zwei Spiralisierungs- 
zentren, d.h. bevorzugte Orte für den Beginn der Tracheidenspirali- 
sierung, nämlich die Spitze und die Basis des Blattes. 

Bei einer Blattlänge von 2,80—3,20 mm besitzt das Keimblatt voll 
ausgebildete Protoxylemstränge sowohl in der Mediane als auch in den 

Planta, Bd. 56 6 
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beiden Hauptlateralen. Abb. 9 gibt schematisch den zeitlichen Verlauf 
der Differenzierung wieder. 

Nach Jacoss und Morrow (1958), die ähnliche Werte für den Beginn 
der Spiralisierung fanden, tritt die Gefäßdifferenzierung stets dann ein, 
wenn eine ganz bestimmte Größenordnung in der Blattlänge erreicht ist. 
Man könnte also demnach von einer kritischen Blattlänge sprechen, 
oberhalb derer es der Pflanze nicht mehr möglich ist, ohne Gefäßdifferen- 


zierung die physikalische Diffusion 
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Abb. 9. Der Zeitpunkt des ersten Auftretens der verschiedenen Protoxylemstadien in der 
Mediane und Hauptlaterale in Abhängigkeit von der Blattlänge (schematisch) 
(Pz Protoxylem) 


Abb. 10. Die Differenzierungsrichtung des Protoxylems (schematisch) 


Keimblättern finden (Abb. 10). Während das glatte unreife Protoxylem 
von einem Zentrum aus entsteht und sich kontinuierlich entwickelt, 
verläuft die Differenzierung des spiralisierten Protoxylems ganz anders: 
hier finden wir für die anfängliche Spiralisierung zwei Bildungsherde, 
so daß die Differenzierung diskontinuierlich erfolgt. Meist überwiegt 
allerdings die Entwicklung von einem Zentrum aus und das spiralisierte 
Protoxylem ist von diesem schon weiter fortgeschritten als vom anderen. 
In zwei Drittel der Fälle beginnt die Spiralisierung an der Basis der 
Keimblätter, in einem Drittel an der Spitze. Die Reifung der Protoxylem- 
zellen beginnt fast immer zuerst in der Blattspitze und setzt sich von 
dort aus basipetal fort. 

Vergleichbare Ergebnisse bei Keimblattern liegen in der Literatur nicht vor, 
vermutlich weil bisher nicht zwischen glattem und spiralisiertem Protoxylem unter- 


schieden wurde. Eine diskontinuierliche Entwicklung des spiralisierten Protoxylems 
scheint aber die Regel zu sein. 
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II. Die Adernetzdichte in der Ontogenie des Keimblattes 
Unter Adernetzdichte verstehen wir das Verhältnis von Aderlänge 
zur Blattfläche (mm/mm?). 


Ontogenetisch ist die Adernetzdichte bisher von SCHUSTER (1908) bei Laub- 
blättern eingehender untersucht worden. Bei der Entwicklung der Laubblatter 
fand er einen nahezu konstanten Wert fiir die Adernetzdichte. Es fehlten je- 
doch Untersuchungen, die sich speziell mit der Adernetzdichte in der Ontogenie 
der Keimblatter befaBten. Es galt daher nachzupriifen, ob diese bei den Kotyle- 
donen in der Ontogenie eine Abwandlung erfährt. 

Für die Bestimmung der Adernetzdichte wurden etwa 160 Keimblätter mit 
Hilfe eines Mikroprojektors gezeichnet, die Messung der Blattflache erfolgte mit 
einem Planimeter und die der Ader- 
länge mit einem Kurvenmesser. Bei Tabelle. Blattwachstum und Nervatur 
der Längenmessung wurde bereits glat- des Keimblattes in Abhängigkeit von der 
tes Protoxylem mit einbezogen und Blattlänge 
dort, wo zwei oder mehrere Tracheiden Zugrunde gelegt ist ein normales aus- 


nebeneinanderlagen, wurde nur eine gewachsenes Keimblatt von 9 mm Länge, 


berücksichtigt. Als einheitliche Be- dessen Aderlänge und Blattfläche je 100% 
zugsgröße für das Alter des Blattes betragen sollen. 


diente die Plattlänge. 

















Bei der Entwicklung der Ko- ort — arr “aichte 
tyledonen lassen sich grundsätz- _“™™ amer 
lich zwei verschiedene Phasen 1 06 0 0 
unterscheiden: 1. die intrasemi- 2 21 2,8 2,50 
nale Phase, in der sich der Keim- : Rn are op 
ling noch im Samen befindet und 5 24.6 39.6 415 
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Die Entwicklung der Keim- 9 100,0 100,0 2,30 


blätter ist in den beiden vor- 

genannten Phasen ganz verschieden. In der intraseminalen Phase 
überwiegt das Längenwachstum, die jüngsten Blätter sind äußerst 
schmal. Der Grund dafür liegt in den Raumverhältnissen des Samens. 
Erst kurz vor dem Verlassen der Samenschale, wenn das Endosperm 
nahezu aufgebraucht ist, setzt bei den Keimblättern ein verstärktes 
Breitenwachstum ein. Das eigentliche Flächenwachstum beginnt erst 
in der extraseminalen Phase. 

Die Beziehungen zwischen Aderlänge und Blattfläche in der Ontogenie 
des Keimblattes sind im einzelnen aus der Tabelle zu entnehmen. Bei 
einer Blattlänge von etwa 4 mm ist bereits ungefähr ein Viertel der 
gesamten Aderlänge eines Blattes auf nur 12% der Gesamtfläche des 
Blattes ausgebildet. Dieser Aufbau eines möglichst langen Adernetz- 
systems auf kleinster Blattfläche in der intraseminalen Phase ist für den 
Keimling die Voraussetzung für den Beginn eines starken Flächenwachs- 
tums in der extraseminalen Phase. 

Planta, Bd. 56 6a 
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Es zeigt sich also hier ein deutlicher Unterschied in den beiden Ent- 
wicklungsperioden: während der intraseminalen Phase steigt die Ader- 
netzdichte stark an (Abb. 11) und erreicht sehr hohe Werte (bis zu 5,0). 
In der extraseminalen Phase, d.h. nach dem Maximum der Adernetz- 
dichte bei etwa 4mm Blattlänge sinkt dieser Wert zunächst schneller, 
dann langsamer wieder ab, um schließlich nahezu asymptotisch bei 2,0 
auszulaufen. Das Maximum der Kurve trennt die beiden Entwicklungs- 
perioden des Keimlings voneinander. 
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Abb. 11. Die Dichte des Adernetzes in der Ontogenie des Keimblattes (Abszisse: Blattlänge, 
Ordinate: Adernetzdichte) 


Im Gegensatz zu der fast konstanten Adernetzdichte in der Onto- 
genie der Laubblätter (Schuster 1908) finden wir bei der Keimblatt- 
Entwicklung von Pulsatilla eine gesetzmäßige Änderung. 


IH. Die Herausbildung des Adernetzmusters 


Die zuerst angelegten Bündel, die Mediane M und die beiden Hauptlateralen L 
und LZ’, sind oben schon erwähnt worden. Im allgemeinen lassen sich diese drei 
Bündel (Hauptadern) auch am fertigen Blatt noch deutlich von den später angeleg- 
ten Bündeln unterscheiden, da sie kräftiger als diese entwickelt sind. 

Um die Ausbildung des Adernetzes besser verfolgen zu können, wurden einheit- 
liche Bezeichnungen für die einzelnen Leitbündel verwendet. Diese sind aus Abb. 12 
zu entnehmen. Die Mediane ist die Symmetrieachse des ganzen Blattes, dement- 
sprechend ist die Benennung der Adern in beiden Blatthälften dieselbe (z.B. La 
und L/a). 

Eine Sonderstellung nehmen die Adern der Basisein, die vom Blattstielher gesehen 
noch vor den Hauptlateralen von der Mediane abzweigen (in Abb. 12und 15 punktiert.) 
Diese Leitbündel sollen als Basalnervatur « bezeichnet werden (siehe S. 87). 

Das Adernetzmuster läßt sich ebenso wie die einzelnen Bündel sowohl in der 
procambialen als auch in der Protoxylemphase verfolgen. Allerdings werden mit 
zunehmendem Alter die Kotyledonen dicker, was ein Erkennen des Procambiums 
(nicht aber des Protoxylems) erschwert. Da jedoch das Protoxylem den Verlauf 
des Procambiums widerspiegelt, kann die Darstellung bei älteren Stadien auf die 
Entwicklung des tracheidalen Netzes beschränkt werden. 


1. Die Anlage des procambialen Netzes 
Bei einer Blattlänge von 0,6 mm zieht bereits als medianes Bündel 
ein procambialer Strang bis zur Blattspitze; wenig später erfolgt die 
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Anlage der Hauptlateralen. Die Seitenadern zweiter Ordnung werden 
erst dann abgegliedert, wenn die Mediane schon wenigstens zur Hälfte 
aus glattem Protoxylem besteht. Hat eine Spiralisierung des mittleren 
Leitbündels eingesetzt, so wird in den Hauptlateralen glattes Protoxylem 
angelegt (Abb. 5). 

Bis zu etwa 1,9—2,0 mm langen Blättern ist das procambiale Ader- 
netz noch offen, d.h. es sind keine Anastomosen vorhanden (Abb. 13a). 
Die ersten Aderverbindungen im Procambium erscheinen aber bald 
darauf (Abb. 13b), und fast gleichzeitig 
treten auch Seitenadern dritter Ordnung auf, 
die sich gut in das Muster einfügen. Zwischen 








a b 





Abb. 12. Die Nomenklatur Abb. 13a u. b. Die Anlage des procambialen Adernetzes 
des Adernetzes bei einem (Procambium punktiert, glattes Protoxylem gestrichelt, 
ausgewachsenen Keimblatt spiralisiertes Protoxylem mit  durchgehender Linie). 
(Basalnervatur « . punktiert). a Offenes Adernetz, Blattlänge 1,90 mm;'b erste Ana- 
Blattlänge 9,26 mm stomosen. In diesem Fall ist die Spiralisierung nur von 

der Basis aus erfolgt. Blattlänge 2,10 mm 


Mediane und Hauptlaterale werden Procambiumstränge erst dann an- 
gelegt, wenn deren Abstand mindestens etwa 150 u beträgt. Es liegt 
die Vermutung nahe, daß es sich bei dieser Musterbildung um eine 
Hemmwirkung im Sinne Bünnıngs (1953) handelt. 


2. Die Ontogenie des tracheidalen Netzes 

In Abb. 14 sind die Entwicklungsstadien des Adernetzes in der intra- 
seminalen Phase zusammengestellt (nur Protoxylem). Dabei wird beson- 
ders deutlich, daß sich vor allem zu Beginn der extraseminalen Phase das 
Adernetz rasch ausweitet; es erscheinen auch zwischen den Leitbündeln 
erster und zweiter Ordnung weitere Adern (Abb. 14g). Anastomosen 
der Protoxylemstränge treten erst bei etwa 3,5 mm Blattlänge auf. 

Die Endstufe der Entwicklung des Keimblattes mit einem reich 
verzweigien System von Bündeln stellt Abb. 12 dar. Die Seitenadern 
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zweiter Ordnung anastomosieren meist mit einer nächst héheren, was der 
Venatio Goniopteridis (ZIMMERMANN 1959, S. 277) entspricht; diejenigen 
dritter Ordnung enden — wie ebenfalls regelmäBig bei der Venatio 
Goniopteridis — fast immer frei. Bündel vierter Ordnung sind kaum vor- 
handen. Beieiner Blattlänge von etwa 8,5—9,8 mm wird die Entwicklung 
der Kotyledonen meist eingestellt; die Ausbildung des Adernetzes bleibt 
unvollständig und im Vergleich zu den Primärblättern primitiver. 

Die Asymmetrie des Adernetzes steht bemerkenswerterweise in enger 
Beziehung zur Adernetzdichte. Die Hauptlateralen Z und L’ sind im 
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Abb. 14. Entwicklungsstadien des tracheidalen Adernetzes in der intraseminalen Phase 
(glattes Protoxylem gestrichelt, spiralisiertes mit durchgehender Linie). Blattlängen: 
a 1,22 mm, b 1,47 mm, c 1,72 mm, d 2,06 mm, e 2,44 mm, f 3,15 mm, g 3,66 mm 


Normalfall wechselständig angeordnet, entsprechend ist auch die Basal- 
nervatur « verschoben. Der Grad der Asymmetrie hängt jedoch ganz 
entscheidend ab von dem Ort der Abzweigung der beiden Hauptlatera- 
len Z und L’ von der Mediane. In der Ontogenie treten diese Seiten- 
adern nach der Mediane zuerst auf und bestimmen damit die ganze 
weitere Ausbildung des Musters. 


Ein Vergleich der Abb. 12 mit Abb. 13b zeigt bei grundsätzlich gleicher Anlage 
der Hauptlateralen, daB die Blattfläche sich im Laufe der Ontogenie stark geändert 
hat. Der im jungen Blatt fast unmerkliche Ubergang vom Blattstiel zur Spreite ist 
im Alter nicht mehr vorhanden, wir haben einen scharf ausgepragten Gegensatz. 
Während der Blattstiel an der Ansatzstelle der Spreite nur um das 1,8fache in der 
Breite zugenommen hat, beträgt der Zuwachs in der Lamina (in Héhe der Abzwei- 
gung von L) schon das 5,9fache des jungen Blattes. Gleichzeitig hat sich der Ab- 
stand von Mediane zu Hauptlaterale in fast demselben Maße vergrößert, ein Zeichen 
dafür, daß das Breitenwachstum in der Spreite annähernd gleichmäßig erfolgt ist. 


Entsprechend dieser Flächenvergrößerung an der Basis zu beiden 
Seiten der Mediane sind neue Adern gebildet worden. Dieser Zusammen- 
hang zwischen Flächengröße und Adernetzdichte wird besonders dort 
deutlich, wo eine stärkere Asymmetrie des Adersystems vorhanden ist. 
So ist die Basalnervatur in derjenigen Blatthälfte mehr entwickelt, in 
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der die Hauptlaterale weiter von der Basis entfernt abzweigt; denn dort 
ist — eine Symmetrie in der Blattfläche vorausgesetzt — der Raum 
relativ grôBer. 

Noch besser ausgepragt ist die Asymmetrie des Adernetzmusters bei 
dem Kotyledo in Abb. 15. Da L’ erst kurz unterhalb der Blattmitte 
von der Mediane abzweigt, ist die Basalnervatur auf dieser Seite sehr 
mächtig geworden und reicht fast bis zur Blattspitze (allerdings ist «’ im 
Querschnitt dünner als L’); «’ mündet ungefähr auf gleicher Höhe mit 
Lin M und ersetzt praktisch L’, ohne sich aber in der Spitze wieder mit 
der Mediane zu verbinden. 


3. Die Entwicklung der Basalnervatur, 
einschließlich der seitlichen Bündel im Blattstiel 

Die Struktur des Bündelsystems im Ko- 
tyledonenstiel ist etwas komplizierter als es 
nach den bisherigen Darstellungen (RATH- 
FELDER 1956, ZIMMERMANN 1959) erscheinen 
kann. Es befinden sich im Stiel erstens ein 
kräftiges Bündel, das sich an der Spreiten- 
basis in die drei Hauptadern gabelt, und 
zweitens noch zwei zartere Bündel, die häufig 
nur aus 1—2 Tracheidensträngen bestehen. i eae 

A x = ‘ = Abb. 15. Asymmetrie der Ner- 
Diese dünnen Bündel entspringen keines-  yatur. Die Basalnervatur « 
wegs immer an der Basis des Blattstieles, (punktiert) ist in der rechten 
> & Blatthälftemächtigentwickelt. 
sondern die Abzweigung vom Hauptbündel Blattlänge 6,55 mm 
kann auch in der Mitte des Stieles oder an der 
Spreitenbasis erfolgen. An der Basis des Kotyledonenstiels sind also 
im Querschnitt 1—3 Bündel vorhanden, kurz vor dem Eintritt in die 
Spreite jedoch stets drei. Die seitlichen, meist schwächeren Bündel 
setzen sich in der Blattfläche als Basalnervatur fort. 

Bei den Primärblättern liegen die Verhältnisse ähnlich, nur sind die seitlichen 
Bündel des Blattstieles etwas kräftiger entwickelt. In der Blattspreite spielt die 
Basalnervatur meist nur eine untergeordnete Rolle. Die zu den einzelnen Blatt- 
lappen ziehenden Hauptbündel entstammen alle dem starken medianen Bündel 
des Stieles. 

Rein deskriptiv gesprochen zweigen also die Basaladern als seitliche 
Bündel schon im Blattstiel vom Hauptleitbündel ab. Es schließt sich 
dann an sie der Spreitenteil der Basalnervatur acropetal an. Dieser 
versorgt mit seinen Verästelungen den basalen Teil des Keimblattes zu 
beiden Seiten der Mediane. Entsprechend der Zartheit der kleinen Neben- 
adern des Blattstieles ist auch die von ihnen durchzogene Fläche in der 
Spreite mit etwa 10—15% der Gesamtfläche des Blattes nur gering. 

Entwicklungsphysiologisch ist jedoch wichtig, daß diese ontogeneti- 
sche Entstehung der Basalnervatur keinesfalls immer acropetal in bezug 

Planta, Bd. 56 6b 
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auf die Gesamtmorphologie des Blattes erfolgt. Schon in der procambia- 
len Phase (z. B. Abb. 13 b) läßt sich mehrfach verfolgen, daß sich die ersten 
Biindelanlagen der Basaladern auch basipetal (in bezug auf das gesamte 
Blatt) herausdifferenzieren können. Das wird besonders deutlich in den 
Fallen, in denen die eine Hauptlaterale weiter von der Basis entfernt ab- 
zweigt ; dort ist ja auch die von den Adern unversorgte Fläche am größten. 

Eine solche Entwicklung der Leitbündel steht in Einklang mit der 
Vorstellung, daß ein Sperreffekt die Lage der neuen Bündel bestimmt. 
Zunächst wird offenbar durch diesen Sperreffekt eine weitere Anlage 
von Procambium im anfänglich recht schmalen Blattstiel unterdrückt. 
Wenn dann durch das einsetzende Breitenwachstum die bündellose 
Fläche an der Basis des Keimblattes relativ groß wird — wenn also die 
Hemmwirkung hier erlischt —, so kann an dieser Stelle neues Procam- 
bium angelegt werden. Dieses zweigt dann von den noch meristemati- 
schen Seitenadern meist unter einem rechten Winkel ab, biegt um und 
differenziert sich acropetal in bezug auf die Ausgliederung, aber basi- 
petal in bezug auf das gesamte Blatt, d.h. in Richtung auf den Blattstiel. 

Das gilt aber anscheinend nur dann, wenn sich aus den oben genannten 
Gründen kein Procambium vom Blattstiel aus acropetal differenzieren 
kann. 

An einem transversalen Längsschnitt (Abb. 16) läßt sich ein solches Umbiegen 
zeigen. Die Mediane besitzt etwas unterhalb der Abzweigung von L’ schon glattes 
Protoxylem; von L aus biegt jedoch ein Procambiumstrang um und differenziert 
sich basipetal in bezug auf das Blatt. Weitere Schnitte dieser Serie ergeben, daß 
zu diesem Zeitpunkt noch kein Anschluß an die Mediane hergestellt war. Diese 
sich basipetal entwickelnden Adern bleiben noch in der gesamten intraseminalen 
Phase procambial, obwohl sie schon sehr früh (1,6—2,0 mm Blattlänge) angelegt 
werden (Abb. 13b und 16); die Verholzung beginnt erst in der extraseminalen 
Phase. 

Allerdings läßt sich nicht für alle Fälle sicher entscheiden, ob die in 
bezug auf das Gesamtblatt basipetale Differenzierung der seitlichen 
Bündel der Basalnervatur ganz allgemein gilt. Die Entscheidung ist 
deshalb so schwer, weil nicht immer das Procambium eines so zarten 
Bündels, wie es die Basaladern bzw. die Nebenadern im Blattstiel 
darstellen, verfolgt werden kann. Daher muß man auch damit rechnen, 
daß ein Teil der seitlichen Bündel im Blattstiel sich acropetal entwickelt. 

Basaler Anschluß an das Hauptbündel. Meist findet ein sich basipetal 
entwickelnder Procambiumstrang eine normale Verbindung mit dem 
Hauptbündel; offenbar war dann die Meristemtätigkeit dieser Haupt- 
ader erloschen und eine Hemmwirkung fortgefallen. Ist dagegen der 
Sperreffekt im basalen Teil des Blattes noch wirksam (besonders in der 
verengten Zone am Übergang in den Blattstiel), so wird die Differenzie- 
rung des Procambiums in ihrem basipetalen Verlauf offenbar abgebremst. 
Ein Anschluß eines solchen Stranges an das Hauptbündel ist dann nur 
möglich durch ein erneutes Umbiegen. In Abb. 17 ist eine derartige 


Abb. 16 
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Abb. 18 


Abb. 16. Transversaler Längsschnitt durch die Spreitenbasis. Umbiegen eines Procambium- 


stranges der Basalnervatur von der Hauptlateralen aus. Blattlänge etwa 1,6 mm. Färbung: 


Tannin-Eisenchlorid-Safranin. 190/1 
Abb. 17 u. 18. Aufgehellte Kotyledonen an der Spreitenbasis 


Abb. 17. Basaler Anschluß einer Seitenader an das Hauptgefäß durch Schleifenbildung. 


An der Knickstelle der Schleife zweigt ein zarter Protoxylemstrang basalwärts ab. 
Blattlänge 8,06 mm. Färbung: Safranin. 156/1 


Abb. 18. Basaler Anschluß von « an die Mediane ohne Schleifenbildung. Blattlänge 4,54 mm. 


Färbung: Safranin. 340/1 
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Schleifenbildung dargestellt; diese tritt vor allem an der Spreitenbasis 
häufiger auf, wobei es sich keineswegs um eine anomale Bildung handelt. 

Bei den Keimblättern von Pulsatilla bestehen fast alle Schleifen aus 
normalen langen und schmalen Protoxylemzellen, ein Hinweis auf ihren 
procambialen Ursprung. Nur in ganz wenigen Fällen erfolgte der basale 
Anschluß sekundär durch Umbildung von Parenchymzellen in Proto- 
xylem (Abb. 19a). In der Blattspreite kann diese Art der Tracheiden- 
bildung ebenfalls auftreten, um z.B. nachträglich noch zwischen zwei 
Protoxylemsträngen eine Verbindung herzustellen; dabei können sogar 
dreieckige Kurztracheiden entstehen (Abb. 19b). 





Abb. 19a u. b. Anschluß von Seitenadern an Hauptgefäße durch Tracheidenbrücken 
(sekundäre Entstehung aus Parenchymzellen). a Basaler Anschluß durch kurze Proto- 
xylemzellen. Blattlänge 4,65 mm. 135/1; b Verbindung zweier Protoxylemstränge 
durch dreieckige Kurztracheiden. Blattlänge 4,35 mm. 120/1 


Die Umbildung normaler Parenchymzellen zu Tracheiden ist vor allem von den 
Regenerationsprozessen her bekannt. In der normalen Entwicklung ist diese Art 
der Protoxylembildung allerdings nur selten beobachtet worden (FREUNDLICH 
1909, DE SLOOVER 1958). 

FREUNDLICH untersuchte den basalen Anschluß der Laterale an die Mediane 
bei Keimblättern von Papaver. Neben procambialen Verbindungen kamen auch 
(weniger häufig) Tracheidenbrücken vor, deren Protoxylem aus Schwammparen- 
chym hervorgegangen war. Nach FREUNDLICH war in diesem Fall die Längs- 
streckung der Kotyledonen bereits abgeschlossen, ehe noch die Laterale einen 
Anschluß an die Mediane in der Spreitenbasis gefunden hatte. 

Diese Erklärung trifft für die Keimblätter von Pulsatilla nur teil- 
weise zu. Die Tracheidenbrücken mit sekundären Protoxylemzellen 
(Abb. 19a, b) sind noch im letzten Abschnitt der intraseminalen Phase 
angelegt worden, als das Längenwachstum vorübergehend zugunsten des 
Breitenwachstums verringert war. Die eigentliche Längsstreckung der 
Kotyledonen beginnt jedoch erst nach dem Verlassen der Samenschale. 

Bei diesen sekundären Verbindungen (typisches Beispiel Abb. 19a) 
konnte die Basalader offenbar infolge des Sperreffektes keine procam- 
biale Verbindung mit dem Hauptbündel mehr herstellen, und eine Schlei- 
fenbildung war wegen der zu geringen Fläche auch nicht mehr möglich. 
Eine Mittelstellung nimmt Abb.18 ein, wobei die Entscheidung, ob 
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es sich um eine primäre oder sekundäre Verbindung handelt, nicht zu 
treffen ist. Sollte sie sekundär sein, dann müßten sich die Parenchym- 
zellen mehrfach längsgeteilt haben. 

Die Art des basalen Anschlusses, ob primär durch Schleifen oder 
sekundär durch Tracheidenbrücken, zeigt, daß die Differenzierung der 
Basaladern in diesen Fällen basipetal in bezug auf die Gesamtmorpho- 
logie des Blattes verlaufen ist. Durch das Umbiegen der Procambium- 
stränge an der Basis des Keimblattes erhält das sonst acropetal aus- 
gerichtete Adernetzmuster seine besondere Prägung. 


D. Diskussion 

Das glatte Protoxylem. Anhand von Querschnitten und Totalprä- 
paraten gelang es, in den jüngsten Entwicklungsstadien der Kotyledonen 
eine bisher fast übersehene Vorstufe des reifen Protoxylems, das glatte 
Protoxylem, zu finden. 

Es ist anzunehmen, daß der Verholzung stets eine Verdickung der 
Primärwand vorausgeht (vgl. Esau 1942). Damit erhebt sich jetzt die 
Frage, warum dieses Stadium bisher kaum beobachtet wurde. Scorr 
(1937) hat vielleicht den wichtigsten Grund angeführt mit der Vermutung, 
daß es sich bei dem Vorgang der Verholzung um einen tagesperiodischen 
Prozeß handeln könnte. Die Vorstufen des spiralisierten Protoxylems 
traten nach Scorts Beobachtungen an rasch wachsenden Internodien 
von Ricinus communis nur um Mitternacht auf, während der Zeitpunkt 
der aktivsten Verholzung zwischen ein und fünf Uhr nachts lag. Zu einem 
ähnlichen Ergebnis kamen auch Jacogs und Morrow (1957). Diese 
Vorstufe ist also zu einer Zeit vorhanden, in der meist keine Fixierung 
vorgenommen wird. 

In den vorliegenden Untersuchungen wurde das Material stets bei 
Tage fixiert. Nun ist das glatte Protoxylem bezeichnenderweise aber 
nur in denjenigen Stadien der Keimblätter von Pulsatilla außerordent- 
lich stark verbreitet, die sich noch in der Samenschale und dazu im 
dunklen Thermostaten befanden. Das ist verständlich, da unter diesen 
Versuchsbedingungen eine ektogen induzierte, periodische Licht-Dunkel- 
Reaktion für den Verholzungsvorgang noch gar nicht eingesetzt haben 
dürfte. Keimblattstadien der intraseminalen Phase sind also vielleicht 
besonders günstige Objekte für das Studium des glatten Protoxylems. 

Durch das Vorhandensein des glatten Protoxylems vor allem in den 
jüngsten Stadien der Keimblatt-Entwicklung wird aber noch ein anderes 
Problem aufgeworfen. Während der Keimpflanzenphase treten nämlich 
häufig sehr alte Züge auf. Nach ZIMMERMANN (1930, S. 383f.) können 
wir mit einer Wahrscheinlichkeit von 80% von einem besonderen 
Jugendmerkmal auf ein Ahnenmerkmal schließen. 
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Es ist demnach môglich, daB das glatte Protoxylem eine solche 
primitive Entwicklungsstufe reprasentiert, in der noch kein Lignin vor- 
handen ist. Die Verholzung mit Bildung echter Tracheiden tritt im Ab- 
lauf der Phylogenie erst bei den Pteridophyten auf. Repräsentanten einer 
primitiveren Stufe der GefäBbildung sind nach ZIMMERMANN (1959, 
S. 106) die Laubmoose; so treten z.B. im Achsenzentrum rezenter 
Polytrichaceen langgestreckte dickwandige Zellen (ligninfreie Hydroiden) 
auf, die durch Form und Lage den Tracheiden ähneln und die als homo- 
genetisch aufgefaBt werden kônnen. 

Die Differenzierungszentren des Protoxylems. Das Hauptzentrum 
fiir den Beginn der Protoxylem-Differenzierung in den Keimblattern 
liegt auch bei Pulsatilla in der Blattbasis bei der Abzweigungsstelle der 
Hauptlateralen von der Mediane. Eine einleuchtende Erklärung dafür 
stammt von JAcoBs und Morrow (1957): sie fanden an dieser Stelle 
die héchste Konzentration der B-Indolylessigsäure. Nach ihrer Vermu- 
tung stellt dieser Bereich fiir den Transport der IES eine ,,physiologische 
Barriere“ dar; ein lokales Anwachsen der IES-Konzentration kann genü- 
gen, um eine Umwandlung der Procambium- zu Protoxylemzellen zu 
bewirken. 

Für das spiralisierte Protoxylem konnte in den Keimblättern von 
Pulsatilla ein zweites Differenzierungszentrum in der Blatispitze gefunden 
werden. Wahrend die anfängliche Entwicklung des Protoxylems acro- 
petal erfolgt, beginnt die Spiralisierung und Reifung der Tracheiden häu- 
fig an der Blattspitze und ist dort auch am ehesten abgeschlossen. Diese 
fiir andere Gewebe bekannte Tatsache mag in diesem Fall auch mit dem 
Vorhandensein einer Hydathode an der Blattspitze zusammenhängen. 
Da die Wasserspalten bald nach Entfaltung des Blattes in Funktion 
treten, miiBten die in der Spitze schon bei jungen Stadien zahlreich vor- 
handenen Tracheiden auch frühzeitig ausgereift sein. Vielleicht können 
wir darin einen Hinweis erblicken, daß die Blattspitze neben der Basis 
als Ausgangspunkt für die Differenzierung auftritt. Überhaupt scheint 
eine Differenzierung von mehreren Zentren aus für das spiralisierte 
Protoxylem charakteristisch zu sein. 

Das Adernetzmuster. Bei der Untersuchung des Adernetzes tauchte 
die phylogenetische Frage auf, ob in der Ontogenie der Kotyledonen von 
Pulsatilla Stadien auftreten, die einen ursprünglichen Nervationstypus 
zeigen, wie es die Telomtheorie von ZIMMERMANN annimmt. Die frühen 
Entwicklungsstufen in der Ontogenie zeigen nun tatsächlich einen nach 
dem biogenetischen Grundgesetz zu erwartenden Typ einer offenen 
Nervatur (Abb. 13a). 

Im allgemeinen wird die offene dichotome Aderung (vor allem auf 
Farne und Gymnospermen beschränkt) als primitiv und die geschlossene 
Nervatur (typisch für Dikotylen) als abgeleitet betrachtet. Nach 
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ZIMMERMANN (1959, S. 276) tritt im Laufe der Phylogenie die Maschen- 
aderung seit dem Obercarbon auf. 

Die Diskussionen von Foster, Pray und TROLL über die Ausbildung 
der Nervatur in Abhangigkeit vom Wachstum sind noch in vollem Gange. 
Der Wachstumsablauf hat sich aber als sehr viel komplizierter heraus- 
gestellt als man urspriinglich annahm. 

Das offene Adernetz im Keimblatt von Pulsatilla läßt sich wahr- 
scheinlich auf das im Frühstadium der Ontogenie vorherrschende Spitzen- 
und Randwachstum zurückführen, während beim Einsetzen des inter- 
calaren Wachstums die Vermaschung der Nervatur beginnt (vgl. Pray 
1960). Diese ist aber unvollkommen: im Vergleich zu den Primär- und 
Laubblattern stellt das Adernetzmuster des Keimblattes einen einfachen 
Typ der geschlossenen Nervatur dar, es ist eine Sonderbildung. 

Vom eigentlichen acropetal ausgerichteten Adernetz unterscheidet 
sich die Basalnervatur, die haufig basipetal in bezug auf das Gesamtblatt 
angelegt wird. Diese Entwicklung beruht im wesentlichen darauf, daB 
die Spreitenbasis noch lange meristematisch bleibt. Es kônnen ,,noch 
erhebliche Teile der Spreite durch basiplastes Wachstum nachgeliefert 
werden, besonders auch neue Procambiumstränge zum Aufbau des 
Nervensystems‘ (v. GUTTENBERG 1960, S. 278). 

Eine solche basipetale Ausgliederung des Procambiums wurde sonst 
vor allem bei Monokotylen gefunden (s. Einleitung). Innerhalb der 
Maschen des Adernetzes ist dagegen eine riicklaufige Anlegung der Bündel, 
wie sie z.B. dem Typ der Venatio Anaxeti (ZIMMERMANN 1959, S. 277) 
entspricht, auch bei Dikotylen haufig anzutreffen. 

Wenn man unter dem Gesichtswinkel der ,,Telomtheorie‘‘ und des 
„Biogenetischen Grundgesetzes“ die Anatomie der Pulsatilla-Kotyle- 
donen zusammenfassend betrachtet, so fallen eine Reihe von Eigentüm- 
lichkeiten auf, die ursprüngliche Merkmale überliefern. Da sind einer- 
seits die zunächst entstehenden ‚glatten‘, ligninfreien Tracheiden. 
Andererseits zeigt auch das Adernetz noch Züge aus einem relativ 
primitiven Telomsystem, wobei bemerkenswert ist, daß die ersten Ent- 
wicklungsstadien des Protoxylems mit seiner ‚offenen Nervatur“ (vgl. 
Abb. 14a—d) noch fast schematisch ein ursprüngliches Ubergipfelungs- 
stadium repräsentieren. Auch die procambiale Anlage des Leitungs- 
systems zeigt die gleiche ‚‚offene‘‘ Struktur der Blattnerven (Abb. 13a). 
Weiterhin enden viele Blattnerven vorübergehend oder dauernd blind, 
und bei einer Vernetzung herrscht die primitive Venatio Goniopteridis vor. 

Im Gegensatz dazu sind eine Reihe von Eigentümlichkeiten der 
Kotyledonen-Anatomie als phylogenetische Sekundärbildungen (,,Käno- 
genesen‘‘) zu bezeichnen. Derartige Sekundärbildungen häufen sich 
besonders in ‚„‚Larvenorganen‘“, d.h. bei Organen, die in einem Lebens- 
raum funktionieren, der von dem der adulten Organe abweicht. Auch die 
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Kotyledonen sind solche ,,Larvenorgane“. Da ist die auf die Blattspitze 
beschränkte Hydathode, die frühzeitig dort die Ausbildung von Trache- 
iden veranlaßt. Ähnlich ist auch die relativ kräftige Basalnervatur, die 
sich ontogenetisch erst sekundär im Zusammenhang mit einer Verbrei- 
terung der basalen Blattfläche entwickelt, eine solche Sonderbildung der 
Kotyledonen. 

Die Untersuchungen über die primäre Bündeldifferenzierung sowie 
die Ausbildung des Adernetzes bei Keimblättern lassen erkennen, daß 
bei ihnen, bedingt durch die einfachere Gestaltung, manche entwick- 
lungsgeschichtlichen Probleme leichter zu lösen sind, vor allem dann, 
wenn neben Mikrotomschnitten auch Totalpräparate verwendet werden. 
Die Kotyledonen verdienen daher wohl mehr Beachtung in der modernen 
Forschung, als ihnen bisher zuteil wurde. 


Zusammenfassung 

1. In der Achse des Embryos differenziert sich das Procambium aus 
und tritt in acropetaler Richtung in die Kotyledonen ein. Die procam- 
bialen Stränge sind stets kontinuierlich. 

2. Es lassen sich vier Entwicklungsstufen vom Procambium bis zum 
reifen Protoxylem unterscheiden. Von einer Protoxylemzelle soll erst 
dann gesprochen werden, wenn die primäre Zellwand verdickt ist, sie 
also im polarisierten Licht aufleuchtet. Das Protoxylem läßt sich dann 
in folgende Entwicklungsstadien gliedern: 

a) glattes unreifes Protoxylem (ohne Sekundärwand), 

b) spiralisiertes unreifes Protoxylem (mit Zellinhalt), 

c) spiralisiertes reifes Protoxylem (ohne Zellinhalt). 

3. Das glatte Protoxylem stellt ein besonders auffälliges Stadium in 
den jungen Keimblättern von Pulsatilla dar. 

4. Der Zeitpunkt des ersten Auftretens dieser drei Protoxylemstadien 
ist abhängig von der Blattlänge (Schema in Abb.9). Das glatte 
Protoxylem differenziert sich kontinuierlich von der Spreitenbasis aus. 
Die Differenzierung des spiralisierten Protoxylems erfolgt allgemein 
diskontinuierlich von zwei Zentren: vor allem von der Basis, dann aber 
auch von der Blattspitze aus (Schema in Abb. 10). Die Reifung des 
Protoxylems beginnt dagegen in der Spitze des Blattes. 

5. Die Entwicklung der Kotyledonen wird in zwei Abschnitte ein- 
geteilt: in der intraseminalen Phase steigt die Adernetzdichte (Adernetz- 
länge/Blattfläche) stark an (bis zu 5,0), später sinkt sie in der eztra- 
seminalen Phase wieder bis auf 2,0 ab (Kurve in Abb. 11). 

6. Zu Beginn des Heraustretens der Kotyledonen aus der Samen- 
schale (Blattlänge etwa 4 mm) sind bereits 24% der Aderlänge angelegt 
auf nur 12,1% der Blattfläche (s. Tabelle S. 83). 
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7. Nur in der Anfangsphase der Entwicklung zeigt das Keimblatt 
ein offenes Adernetz (Abb. 13a). Anastomosen treten im procambialen 
Netz bei einer Blattlange von etwa 2 mm auf. Die Anlage des Adernetzes 
läßt sich durch den Sperreffekt erklären. 


8. Die Basalnervatur wird haufig basipetal in bezug auf die Gesamt- 
morphologie des Blattes angelegt. Beim basalen Anschluß an das 
Hauptbündel können Schleifen (procambiale Bildungen) oder Tracheiden- 
brücken (sekundär durch Umbildung aus Parenchymzellen) auftreten. 


9. Bei der Nervatur des Keimblattes von Pulsatilla handelt es sich 
um eine Sonderbildung: das Adernetz stellt einen einfachen Typ einer 
unvollständig gebliebenen geschlossenen Nervatur dar. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir für die bei der Durch- 
führung unserer Untersuchungen zur Verfügung gestellten Apparate. 
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1. Einleitung 

Zahlreiche Befunde der letzten Jahre machen eine Beziehung zwischen 
Vernalisation und Atmung wahrscheinlich, wobei es sich entweder um 
einen direkten Zusammenhang, d.h. um eine Beteiligung der Atmung am 
Zustandekommen des Vernalisationszustandes, oder um ein indirektes 
Verhältnis zwischen Atmung und Vernalisation handeln kann. Die 
Vernalisation ist sauerstoffabhängig und wird in bestimmten Fällen 
durch lôsliche Kohlenhydrate beschleunigt (GREGORY u. PuRvis 1938 a, b; 
Purvis 1944, 1947; FizrPPENKO 1940), durch Atmungsinhibitoren da- 
gegen gehemmt (CHOUARD u. PoIGNANT 1951 u.a.). Auch zahlreiche an- 
dere Befunde, auf die hier nicht näher eingegangen werden soll, können in 
dem Sinne gedeutet werden, daß zwischen Atmung und Vernalisation 
bestimmte Beziehungen bestehen (vgl. HANsEL 1953; Napp-Zinn 1954, 
1957; SISAKJAN u. FıLıppoviG 1951, 1953; SOKOLOVA u. SAVELIEVA 1956; 
Uzami 1956 u. a.). 

Die aus kältebehandeltem Saatgut hervorgehenden Getreidekeimlinge 
unterscheiden sich physiologisch recht erheblich von den unbehandelten 
Kontrollen (AUGSTEN 1956 u. a.), so daß das durch Vernalisation ver- 
änderte Atmungsgeschehen auch an den Koleoptilen untersucht werden 
kann. Wir bestimmten die Sauerstoffaufnahme isolierter Koleoptil- 
cylinder von 3 und 5 Tage alten Hordeum-Keimlingen, die sich aus kälte- 
behandelten Karyopsen entwickelt hatten, und verglichen damit gleich- 
artige, jedoch nicht vorbehandelte Keimlinge. Im gleichen Zusammen- 
hang wurde ferner der Einfluß einer Glucosefütterung und einiger 
Atmungseffektoren (Malonsäure, Äthylurethan, Kaliumeyanid, 2,4-Di- 
nitrophenol) verfolgt. 

2. Material und Methode 


Als Versuchsmaterial diente Hordeum vulgare, Sommergerste ,,Haisa‘‘, da über 
die physiologischen Reaktionen dieser Getreidesorte auf Kältebehandlung bereits 
Erfahrungen in unserem Institut vorliegen (AUGSTEN 1956). Die Kältebehandlung 
des schwach angequollenen Getreides erfolgte während 30 Tagen bei +2 bis 4° C; 
jede aus 50 g lufttrockenen Karyopsen bestehende Probe erhielt anfangs 6 ml und 


* HERMANN V. GUTTENBERG zum 80. Geburtstag gewidmet. 
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während der Kältebehandlung mehrmals in gewissen Zeitabständen 2,5 ml Aqua 
dest. (insgesamt 21 ml). Um morphologisch vergleichbare, d.h. gleich weit ent- 
wickelte Versuchs- und Kontrollkeimlinge zur Verfügung zu haben, wurden die Kon- 
trollkörner jeweils 6—8 Std früher zur Keimung ausgelegt. Diese erfolgte in Petri- 
schalen auf feuchtem Filtrierpapier im Dunkelthermostaten bei 25°C. Von den 
3 bzw. 5 Tage alten Keimlingen wurden nach sorgfältiger Auswahl nur gleich weit 
entwickelte Exemplare verwendet, d. h. es wurden für jeden Versuch aus der Kälte- 
und zugehörigen Kontrollserie Keimlinge mit genau gleich langem Keimsproß aus- 
gelesen. Dieser hatte bei den 3-Tage-Pflanzen eine Länge von etwa 3, bei den 
5-Tage-Pflanzen von etwa 10 cm. Von den hiervon isolierten Koleoptilen wurde 
in Anlehnung an Bonner (1933) die 3 mm lange Spitze verworfen und der folgende, 
genau 1 cm lange Abschnitt nach vorsichtiger Entfernung des Primärblattes für 
die Atmungsmessungen benutzt. 

Es wurde mit der Warburg-Methode bei 30°C im Dunkeln gearbeitet. Jedes 
Gefäß enthielt in Anlehnung an Bonner (1948) 2 ml 0,05 mol KH,PO,-Puffer- 
lösung und wurde mit 10 Koleoptilcylindern beschickt. Vor Beginn der Messungen 
wurde 15 Std bei 25°C im Dunkelthermostaten verarmt. Bei den Versuchen mit 
Zucker- oder Inhibitorzusatz bestimmten wir zunächst während 2 Std die Grund- 
atmung. Die Substanzen wurden dann. in 0,5 ml Puffer gelöst, zugegeben; die 
Vergleichsgefäße erhielten die gleiche Menge reine Pufferlösung. Nach erneuter 
Temperatureinstellung (30 min) wurden die Messungen fortgesetzt. Die Konzen- 
trationsangaben in den Tabellen beziehen sich immer auf die Endkonzentration 
in den Atmungsgefäßen. War eine Zugabe von KCN vorgesehen, so wurde zur 
CO,-Absorption statt 10%iger nur 2%ige KOH (0,2 ml) verwendet. Während der 
Messungen, meist in 30 min-Intervallen, änderte sich der pa-Wert der Lösungen im 
allgemeinen nicht nennenswert. Nach Bonner (1936) bleibt die Atmungsintensität 
isolierter Koleoptilcylinder innerhalb eines weiten ps-Bereiches praktisch unbeein- 
flußt. Die statistische Sicherung der Ergebnisse erfolgte nach dem Pätauschen t-Test. 

Die Zuckerbestimmungen wurden nach dem Verfahren von HAGEDORN-JENSEN 
durchgeführt; die Herstellung der Extrakte und die Hydrolyse zur Erfassung der 
Disaccharide erfolgte nach LEHMANN (1931). 


3. Die Sauerstoffaufnahme der Koleoptilen 

In Berücksichtigung des Umstandes, daß wegen der durch Vernali- 
sation bewirkten zeitlichen Verschiebung des gesamten Entwicklungs- 
ablaufes der Pflanzen die Einrichtung eines einwandfreien Kontroll- 
versuchs schwierig ist, wählten wir die Stückzahl als Bezugsbasis für die 
Atmungsmessungen. Wir meinen, daß durch Vergleich gleich großer 
Organteile von Pflanzen gleichen äußeren Entwicklungszustandes die 
durch Vernalisation bewirkten physiologischen Veränderungen am besten 
zu beurteilen sind. Bei Verwendung einer anderen Bezugsgröße kann sich 
das Bild unter Umständen stark verschieben. Die Wahl der Stückzahl 
als Bezugsbasis empfahl sich außerdem wegen des geringen Gewichtes 
der Koleoptileylinder, denn schon kleine Wägefehler können das Ergebnis 
stark verfälschen. Wir verweisen z. B. auf Bonner (1933, 1936), KELLY 
u. Avery (1949), Anker (1953), welche bei Versuchen über Koleoptil- 
atmung ebenso verfuhren. 

Obwohl mit der Atmungsmessung erst 15 Std nach der Präparation 
der Koleoptileylinder begonnen wurde, war die Sauerstoffaufnahme noch 
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recht intensiv; dasselbe ist auch bei Avena-Koleoptilen der Fall (BONNER 
1933, 1936, 1948; Keur.y u. Avery 1949 u. a.). Die Atmungsintensität 
schwankte jedoch zum Teil betrachtlich, und zwar nicht nur bei zeitlich 
auseinanderliegenden Versuchsreihen, sondern auch innerhalb der glei- 
chen Versuchsansätze (vgl. auch Anker 1953, Busse u. KANDLER 1956 
u. a.). Für dieses nicht einheitliche Verhalten der verarmten Koleoptilen 
sind Wundatmungseffekte oder verschiedene Gehalte an Atmungssubstrat 
sicher nicht von Bedeutung; eher spielen hierbei gewisse, der Be- 
obachtung entgehende 
Entwicklungs-, Größen- pp 1. ER ag Lu parang! a 2 
; : und 5 e alten lingen ohne Kühlung u 
Pg PTE nach 20iagiger Kältebehandlung der Karyopsen (V) 
J Mittelwerte aus jeweils 30—36 Versuchen in mm? 
Koleoptilen eine Rolle 0,/Std,bezogen auf 10 Koleoptilsegmente. Sicherung 
(vgl. ANKER 1953 u.a.). der Differenz K—V durchweg sehr gut (P<0,0027). 














Trotz der beträchtlichen Keim- | eg. | Kontrolle | Kälte- er 
Unregelmäßigkeiten im mes intervall a: Per in 
Atmungsverhalten der inTagen| “* (K) (Vv) pu 
Koleoptilsegmenteergab 

a “ 0—2 37,7 32,6 86 
sich eindeutigeine gerin- ‘ 24 35.5 30,7 87 
gere Sauerstoffaufnahme 4-6 31,9 28,6 90 
beiden kältebehandelten ES od, id Abs be dD 
Objekten (Tabelle 1). Die 87 
etiolierten Koleoptilen ar 1 pry | fi 
der 5 Tage alten Keim- 5 46 224 184 82 
linge atmeten schwächer 6—8 21:7 16,9 78 
als diejenigen der 3 Tage 80 














alten, wasauch bei Avena 

schon mehrfach festgestellt wurde (BONNER 1936, BOTTELIER 1939 u.a.). 
Die Atmungsdepression nach vorausgegangener Kälteeinwirkung war 
zwar bei den zahlreichen, von uns durchgeführten Versuchsreihen in 
ihrem absoluten Betrag recht verschieden, in den allermeisten Fällen 
aber deutlich ausgeprägt. 

Mit jeweils 50 Koleoptilstücken durchgeführte Bestimmungen er- 
gaben, daß nach Kältebehandlurg Frischgewicht, Wassergehalt und 
Trockergewicht gleich langer Segmente etwas niedriger sind als bei den 
Kontrollen (Tabelle 2). Die Trockensubstanzgehalte, bezogen auf Frisch- 
gewicht — 6,8% bei den Dreitage-, 5,55% bei den Fünftagekeimlingen —, 
stimmen dagegen überein. Offensichtlich macht sich die Beschleunigung 
und Abkürzung der Entwicklung durch die Vernalisation bereits bei den 
Keimlingsgeweben bemerkbar; dafür spricht auch, daß zwischen dem 
3. und 5. Tag die Gewichte der Koleoptilsegmente bei den Kälteobjekten 
stärker absinken als bei den Kontrollen. Die schon bei den 3 Tage alten 
Koleoptilstücken andeutungsweise vorhandenen, jedoch statistisch nicht 
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Tabelle 2. Frischgewicht, Wasser-, Trockensubstanz- und Zuckergehalt 1 cm langer, 
etiolierter Koleoptilcylinder von kältebehandelien (y V) und Kontrollkeimlingen (K) 
gleichen Entwickl 

Mittelwerte aus jeweils 6 Bestimmungen mit 50 Koleoptilstiicken, ausgedriickt 
in mg je Koleoptilcylinder; in Klammer statistische Sicherung der Differenzen 




















(P-Werte). 
Zuckergehalt (Glucose) 
PET OR L'on 15 Std 
a * J 
ec = 7 frisch verarmt 
mg mg mg mg mg 
Keimlinge | V 8,96 8,35 0,61 0,202 0,123 
3 Tage alt K 9,61 8,96 0,65 0,243 0,158 
(0,10) (0,15) (0,22) |(<0,0027) |(< 0,0027) 
Keimlinge V 6,85 6,47 0,38 0,132 0,100 
5 Tage alt | K 8,26 7,80 0,46 0,159 0,119 
(<0,0027) | (< 0,0027) | (< 0,0027) |(<0,0027) | (0,007) 
Abnahme V 2,11 1,88 0,23 0,070 - 0,023 
3.—5. Tag K 1,35 1,16 0,19 0,084 0,039 























gesicherten Unterschiede zwischen den beiden Behandlungsreihen sind 
am 5.Tag merklich größer geworden und lassen sich nunmehr sehr gut 
sichern. In der gleichen Zeit sinken auch die Gehalte an direkt redu- 
zierenden Zuckern ab; sie sind sowohl vor als auch nach Verarmung bei 
den Kältekoleoptilen kleiner (Tabelle 2). Disaccharide waren immer nur 
in sehr geringer Menge nachweisbar. 

Aus den Unterschieden in der Beschaffenheit der Koleoptilen geht 
hervor, daß das Koleoptilgewebe der vorgekühlten Objekte durch einen 
andersartigen Gesamtzustand ausgezeichnet ist. Die etwas geringere 
Trockenmasse der Kältekoleoptilen wirkt sich natürlich erniedrigend auf 
ihre Atmungsintensität aus. Darüber hinaus muß aber auch der At- 
mungsmechanismus als solcher verändert sein, denn bei Berechnung der 
Atmungswerte auf die Trockensubstanz unter Zugrundelegung der in 
Tabelle 2 mitgeteilten Durchschnittswerte bleibt das Atmungsniveau der 
Kälteobjekte immer noch niedriger, besonders bei den Koleoptilen der 
3 Tage alten Keimlinge. Durch Atmungsmessungen mit 20 Koleoptil- 
segmenten pro Gefäß (Manometerablesung in 15 min-Intervallen) und 
Berechnung der Werte auf des Trockengewicht wurde dieses Ergebnis 
bestätigt. Eine schwächere Atmung nach Kältebehandlung, bezogen auf 
Trockengewicht, wurde auch bei früheren Versuchen mit Koleoptilen und 
Primärblättern der gleichen Getreidesorte gefunden (AUGSTEN 1956). 

Die veränderten Gewichts- und Zuckerwerte lassen auf eine raschere 
physiologische Alterung des Koleoptilgewebes der vernalisierten Keim- 
linge schließen. Damit steht die Mitteilung von Purvis u. HATCHER 
(1959) in Einklang, daß nach Vernalisation des Saatgutes die Getreide- 
koleoptilen kürzer bleiben. Nach Arsaum, KAISER u. EICHEL (1940) 
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haben niedrige Quellungstemperaturen (9°C) bei Avena ein beschleu- 
nigtes Koleoptilwachstum, aber eine geringere Endlänge der Koleoptilen 
zur Folge. Prrruccr (1949) fand bei vernalisierten Weizenkeimlingen 
eine verlangsamte Trockensubstanzbildung. 


4. Einflu8 von Zucker auf die Koleoptilatmung 

Es ist bekannt, daß bereits normale, besonders aber verarmte Ge- 
treidekoleoptilen auf Kohlenhydratzufuhr häufig mit einem starken At- 
mungsanstieg reagieren. Es war daher von Interesse, ob die von uns fest- 
gestellten Atmungsunterschiede zwischen kältebehandelten und nicht 
kältebehandelten Koleoptilcylindern durch zusätzliches Angebot an At- 
mungssubstrat ausgeglichen werden. Nach Zusatz von 1% Glucose 
steigt die Sauerstoffaufnahme der Objekte beträchtlich an (Tabelle 3). 
Dieser Effekt trat sowohl bei den kältebehandelten wie auch bei den 
Kontrollen ein. Die Kältekoleoptilen erfuhren dabei eine stärkere At- 
mungsförderung als die Kontrollen, so daß die Depression der Sauerstoff- 
aufnahme gegenüber den Kontrollen etwas geringer wurde. Doch blieben 
die Atmungswerte der Kälteobjekte immer noch deutlich unter den ent- 
sprechenden Kontrollen. Durch geringere Glucosemengen (0,1, 0,01, 
0,001%) wurde die Atmung der Koleoptilen kaum oder nicht beeinflußt. 
Damit ist auch gezeigt, daß die geringen Unterschiede ım Zuckergehalt 
zwischen den beiden Behandlungsreihen (vgl. Tabelle 2) keinen wesent- 
lichen Einfluß auf die Atmungsintensität der Objekte haben können. 


Tabelle 3. Atmungsintensität der verarmten Koleoptilcylinder unter dem Einfluß von 
1% Glucose in mm? O,|Std, bezogen auf 10 Koleoptilsegmente 
Mittelwerte aus 2 oder 3 Versuchsreihen mit je 10 Manometergefäßen. 


























Keim. | Intervall Kontrolle Kältebehandlung V in % von K 
lings- | DS | Ke | Ko | Ke Vg Vo Ve | VelKg | VolKo 
_ alter en. mit | ohne | in% mit ohne | in% mit ohne 
in Tagen Zusatz von von 
Glucose Ko Glucose Vo Glucose 
0—2 52,9 | 41,9 126 49,4 | 33,8 146 93 81 
3 2—4 60,7 | 42,8 142 55,0 | 34,3 160 91 80 
4—6 66,5 | 37,7 176 57,3 | 27,9 205 86 74 
0—2 41,7 | 24,1 173 36,0 | 20,1 179 86 83 
5 2—4 44,4 | 23,4 190 37,1 16,9 220 84 72 
4—6 48,9 | 22,9 214 | 40,9 | 16,8 243 84 73 























Die an Hordeum-Koleoptilen ermittelten Ergebnisse stimmen mit bereits vor- 
liegenden Literaturangaben, die sich allerdings ausnahmslos auf das Verhalten der 
Avena-Koleoptile ohne vorausgehende Kältebehandlung beziehen, gut überein 
(BoTTELIER 1939, Bonner 1948, KeLzy u. Avery 1949, Anker 1953 u. a.). Offen- 
bar ist aber die Reaktion von Koleoptilen auf Zuckerfütterung stark von den je- 
weiligen Versuchsbedingungen und sonstigen Umständen abhängig, denn ver- 
schiedentlich wird in der Literatur über keine nennenswerte oder nur eine schwache 
Wirkung auf die Atmung berichtet (Bonner 1936, 1949; KELLY 1947 u. a.). 
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5. Versuche mit Atmungs-Effektoren 

Malonsäure wird als kompetitiver Inhibitor der Succinodehydro- 
genase betrachtet, obwohl, wie wir heute wissen, keine absolute Spezifitat 
vorliegt. Im vorliegenden Fall hatte die Malonsäure in niederer Konzen- 
tration (1074 bis 10°) auf die Koleoptilatmung beider Reihen einen 
schwach stimulierenden oder keinen Einfluß, in höherer Konzentration 
trat dagegen eine starke Hemmung der Sauerstoffaufnahme ein (Ta- 
belle 4). Die schwächere Atmung der kältebehandelten Objekte blieb 


Tabelle 4. Einfluß von Malonsäure auf die Atmungsintensität der Koleoptileylind 
bei Pu 4,5 
Mittelwerte aus jeweils 2 Versuchsserien mit 10 Warburggefäßen in mm? 
O,/Std, bezogen auf 10 Koleoptilsegmente. 






































Keim- 2+ +2 Kontrolle Kältebehandlung Vin % von K 
lings- Lions. | nach | Ki | Ko | & | Vi | Vo | vy | Vi/Ki| VolKo 
alter | mol | Inhibi- | mit | ohne | in% | mit | ohne | in% | mit | ohne 

Tagen tor- von zu von 

zusatz Malonsäure Ko Malonsäure Vo Malonsäure 

10-2 0—2 5,9 | 37,5 16 4,1 | 29,3 14 69 78 

3 103 2—4 12,3 | 29,8 41 11,4 | 28,4 40 93 95 
10-4 4—6 31,2 | 30,5 102 | 28,5 | 27,5 104 91 90 

10-5 4—6 28,7 | 30,9 93 | 26,7 | 26,9 99 93 87 

10-2 0—2 3,5 | 29,2 12 3,0 | 18,6 16 86 64 

5 103 2—4 9,7 | 28,2 34 9,1 | 16,8 54 94 60 
10 46 26,0 | 23,3 112 19,7 | 15,8 125 76 68 

10-5 4—6 23,6 | 25,8 9 19,0 | 20,0 95 80 78 

















auch unter Malonsäureeinfluß erhalten. Doch war bei den 5 Tage alten 
Kältekoleoptilen die Senkung der Atmungsintensität durch 1073 mol 
Malonsäure deutlich geringer als bei den Kontrollen. Dieser Befund steht 
mit den Angaben von SısakJan u. FıLıppovi6 (1953) in Einklang, wo- 
nach bei Winter- und Sommergerste während der Kältebehandlung die 
Aktivität der Succinodehydrogenase abnimmt und dizjenige der Citronen- 
säure- und Äpfelsäuredehydrogenase ansteigt. Obwohl die Succino- 
dehydrogenase in Koleoptilextrakten noch nicht direkt erfaßt werden 
konnte, lassen doch verschiedene Befunde auf ihre Anwesenheit schließen 
(Kerry 1947, Bonner 1948, KELLY u. Avery 1949). 

Äthylurethan ist als allgemeiner Inhibitor der Dehydrogenasen be- 
kannt und wirkt im Vergleich mit Phenylurethan erst in höherer Konzen- 
tration allgemein zellschädigend. Im vorliegenden Fall hatte dieser Stoff 
auch in der Konzentration 107 auf die Sauerstoffaufnahme keine deut- 
liche Hemmwirkung (Tabelle 5). Die schwächere Atmung der Kälte- 
objekte blieb auch unter dem Einfluß des Urethans erbalten. Während 
bei den 3 Tage alten Keimlingen keine unterschiedliche Reaktion der 
Kontroll- und Kältereihe zu erkennen war, ergab sich im Alter von 
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Tabelle 5. Einfluß von Athylurethan, KCN und 2,4-Dinitrophenol (DN P) auf die 
Atmungsintensitat der Koleoptilcylinder bei py 4,5 

Mittelwerte aus jeweils 2—3 Versuchsreihen mit 10 Warburggefäßen für die 

2.—4. Std nach Inhibitorzusatz in mm? O,/Std, bezogen auf 10 Koleoptilsegmente. 


























Keim- Kontrolle Kältebehandlung Vin % von K 
lings- K Ko Y Vv. Vi/Ki | Vo 
Inhibitor — Fans. mit ohne A % mit ohne & % dr . gi 
Tagen von von 
Inhibitor Ko Inhibitor Vo Inhibitor 
3 10-1 | 36,4 | 37,7 96 | 26,3 | 26,6 99 72 70 
10-2 | 34,8 | 38,2 91 28,4 | 30,1 94 82 79 
Urethan 
5 10-1 | 29,0 | 26,4 110 | 15,2 | 16,0 95 52 61 
10-2 | 27,9 | 26,6 105 17,9 | 18,8 95 64 71 
10-1 3,4 | 38,4 9 2,2 | 34,4 6 65 90 
3 10-2 | 19,3 | 41,4 47 17,0 | 27,3 62 88 66 
10-3 | 30,3 | 31,4 96 | 26,3 | 27,6 95 87 88 
KCN 10-4 | 35,2 | 37,7 93 | 29,1 29,1 100 83 77 
10-1 2,8 | 22,0 13 2,6 | 17,1 15 93 78 
5 10-2 | 10,0 | 28,0 36 8,8 | 16,4 54 88 59 


10-3 | 22,5 | 23,4 96 | 16,8 | 19,8 85 75 85 
10-4 | 27,6 | 27,3 | 101 | 18,5 | 18,5 | 100 67 68 


10-4 3,0 | 37,5 8 2,5 | 33,3 8 83 89 
DNP 3 10-5 | 49,2 | 35,2 | 140 | 33,6 | 30,6 | 110 68 87 
106 | 35,1 | 35,7 98 | 30,8 | 29,9 | 103 88 84 



































5 Tagen bei den Kontrollen eine geringe Stimulation, bei den Kälte- 
objekten dagegen eine schwache Hemmung der Atmung. Es besteht in- 
sofern Übereinstimmung mit den Ergebnissen mit Malonsäure, als erst 
bei den 5 Tage alten Keimlingen merkliche Unterschiede in der prozentua- 
len Atmungsbeeinflussung zwischen Kontrollen und Kälteobjekten her- 
vortraten. Es ist möglich, daß dieses auf einer sich in diesem Stadium 
vollziehenden Umstellung im Bereich der dehydrierenden Fermente be- 
ruht, welche bei den Kälteobjekten in anderer Weise vor sich geht als bei 
den unbehandelten Kontrollen. 

Macut (1948) beobachtete bei Lupinus-Wurzeln nach 24stündiger Kältebehand- 
lung (5,5°C) eine verschiedenartige Wachstumsbeeinflussung durch Äthylurethan 
gegenüber den unbehandelten Kontrollen. Die gekühlten Wurzeln wurden durch 
höhere Urethankonzentrationen viel stärker gehemmt; durch schwache Konzen- 
trationen wurden die Kontrollen etwas stimuliert, wohingegen nach Kältebehand- 
lung noch eine Hemmung bestand. Zu diesem letzten Befund bilden unsere Ergeb- 
nisse eine Parallele. 

Kaliumcyanid vergiftet den Cytochromoxydasemechanismus, doch ist 
dieser Hemmeffekt nicht spezifisch, da verschiedene Fermente, darunter 
auch die Enzyme der Cu-Gruppe, cyanidempfindlich sind. In unserem 
Fall wurde nur mit relativ hoher KCN-Konzentration eine deutliche 
Hemmung der Sauerstoffaufnahme erzielt (Tabelle 5). Auch nach Zu- 
satz von Cyanid atmeten die Kältekoleoptilen stets schwächer als die 
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Kontrollen. Dennoch war die Hemmung in den beiden Reihen im Ver- 
hältnis nicht immer gleich groß. Gegenüber 10-? mol KCN erwiesen sich 
die Kälteobjekte deutlich weniger empfindlich als die nicht gekühlten 
Kontrollen. Dieser Befund deutet darauf hin, daß durch die Kälte- 
behandlung der Karyopsen eine Veränderung im Endoxydasensystem 
induziert wird, so daß sich zum mindesten ein quantitativer Unterschied 
gegenüber den Kontrollen ergibt. In sehr hoher Konzentration (10! mol) 
greift das Cyanid sicher nicht mehr spezifisch in den Atmungsmecha- 
nismus ein, sondern wirkt allgemein toxisch. 

2,4-Dinitrophenol (DNP)ist ein Gift, das den Stoffwechsel tiefgreifend 
beeinflußt und auch in pflanzlichen Systemen besonders die oxydative 
Phosphorylierung unterdrückt. Wie Tabelle 5 zeigt, hatte 1074 mol DNP 
eine extreme Atmungshemmung zur Folge; durch die Konzentrationen 
10° und 106 wurde dagegen die Sauerstoffaufnahme stimuliert oder 
blieb unbeeinflußt. Auch unter DNP-Einfluß atmeten die vorgekühlten 
Koleoptilen schwächer. Die Reaktion der Kontroll- und Kälteserie war 
jedoch nicht völlig gleich. Die Stimulation der Atmung durch 10-5 mol 
DNP ist bei den Kontrollen deutlich größer als bei den schwächer reagie- 
renden Kältekoleoptilen, was auf gewisse Unterschiede im Energiehaus- 
halt der gekühlten Objekte hinweist. 


6. Besprechung der Ergebnisse 

Die isolierten Koleoptileylinder von Hordeum vulgare weisen in ihrem 
Atmungsverhalten zu den schon häufig untersuchten Avena-Koleoptilen 
zahlreiche Parallelen auf; dieses gilt auch für die Wirkung einer Zucker- 
fütterung der verarmten Koleoptilen. Aber auch hinsichtlich der Wir- 
kungsweise der von uns verwendeten Atmungseffektoren besteht weit- 
gehende Übereinstimmung mit den bei Avena-Koleoptilen gemachten 
Erfahrungen, die sich allerdings nur auf nicht kältebehandeltes Material 
beziehen. Da jene Befunde mit den hier interessierenden Fragen nicht in 
unmittelbarem Zusammenhang stehen, sei auf eine weitere Erörterung 
verzichtet. 

Bemerkenswert ist, daß die verarmten Koleoptilcylinder von Keim- 
lingen aus kältebehandeltem Saatgut eine im Vergleich mit den Kon- 
trollen deutlich erniedrigte Atmungsintensität aufweisen. Da nach 
früheren Beobachtungen (AUGSTEN 1956) die ganzen Keimlinge nach 
Kältebehandlung und Dunkelkultur einen höheren Zuckergehalt be- 
sitzen, war bei den Hordeum-Koleoptilen ein ähnliches Ergebnis zu er- 
warten. Die Koleoptilen der vorgekühlten Keimlinge sind aber deutlich 
zuckerärmer; außerdem besitzen gleich lange Koleoptilstücke nach Vor- 
kühlung etwas weniger Trockensubstanz (Tabelle 2). Dennoch ist die 
schwächere Atmung nach Kältebehandlung nicht nachweisbar substrat- 
bedingt. Vielmehr ist der Atmungsmechanismus der Koleoptilen als 


Untersuchungen über das Atmungsverhalten der Hordeum-Koleoptilen 105 


solcher durch die vorausgegangene Kältebehandlung verändert worden; 
dafür spricht z. B. die Tatsache, daB bei Glucosefütterung das Atmungs- 
niveau der Kaltekoleoptilen trotz gleich hohen Zuckerangebotes immer 
mehr oder weniger unter demjenigen der Kontrollen bleibt (Tabelle 3). 

Die Atmungsdepression bei den oberirdischen Keimlingsorganen nach 
Kaltebehandlung des Saatgutes ist kein Sonderfall. Beispielsweise konn- 
ten wir bei Zugrundelegung von Trockensubstanz oder Stückzahl den 
gleichen Effekt auch dann beobachten, wenn das Primärblatt aus dem 
Koleoptileylinder nicht entfernt oder die Atmungsintensität des Primär- 
blattes allein gemessen wurde (AUGSTEN 1956). Mit unseren Befunden 
übereinstimmende Ergebnisse erhielt Perrucot (1949) an Winter- und 
Sommerweizen (Sorte „Virgilio‘ bzw. ,,Fanfulla‘‘), indem die vorge- 
kühlten Keimlinge im Vergleich mit den unbehandelten Kontrollen zu- 
nächst ebenfalls eine geringere Atmungsintensität aufwiesen; später 
wurde allerdings das Atmungsniveau gegenüber den Kontrollen erhöht. 
Die Uberschneidung der Atmungskurven trat bei Sommerweizen später 
ein als bei Winterweizen. In unserem Institut mit verschiedenen Ob- 
jekten durchgeführte, noch unveröffentlichte Untersuchungen ergaben 
mehrfach, daß die Atmung nach Vorbehandlung mit tiefen Temperaturen 
erniedrigt ist, später aber das Niveau der Kontrollen übersteigt; offenbar 
sind dabei mehrere Faktoren von Einfluß (Artzugehörigkeit, Beschaffen- 
heit und Alter der mit Kälte behandelten Objekte, Kühlungsdauer). 
Andererseits vertritt Mer (1950) auf Grund von Versuchen mit Winter- 
weizen, Sorte .,,Vilmorin 1929‘, die Auffassung, daß eine Kältebehand- 
lung keine deutliche Veränderung der Atmungsintensität zur Folge hat. 
Er fand zwar bei den vorgekühlten Objekten (Keimung bei 2° C) teilweise 
eine geringere Atmung als bei den Kontrollen, führt diese Unterschiede 
jedoch auf ungleichen Entwicklungszustand der Objekte zurück. Nach 
Baapykov (1954) und Rustin u. SoKoLovA (1954) sollen Jungpflanzen 
von vernalisiertem Winterweizen stärker atmen als solche von nicht 
vernalisiertem Winter- und Sommerweizen. Nach den in einer späteren 
Arbeit enthaltenen Angaben (SoKoLova u. SAVELIEVA 1956) sind jedoch 
die diesbezüglichen Feststellungen keineswegs eindeutig. 

Die bisherigen Befunde machen wahrscheinlich, daß der Atmungs- 
mechanismus der Pflanze durch die Kältebehandlung bestimmte Ver- 
änderungen erfährt. Die von uns mit Koleoptileylindern unter Ver- 
wendung verschiedener Inhibitoren durchgeführten Versuche deuten 
darauf hin, daß einige an der Atmung beteiligte Enzymsysteme durch 
tiefe Temperaturen zum mindesten quantitative Verschiebungen (Sen- 
kung der Fermentaktivität) erfahren. Wenn auch unter dem Einfluß 
der verwendeten Atmungseffektoren die Sauerstoffaufnahme bei den 
kältebehandelten Objekten in allen Fällen geringer als bei den ent- 
sprechenden Kontrollen blieb, waren doch z. T. deutliche Unterschiede 
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in der prozentualen Hemmung oder Stimulation zu beobachten. SISAKJAN 
u. FıLıppov1ö (1951, 1953) gelangten auf Grund ihrer Untersuchungen an 
verschiedenen Sommer- und Wintergetreiden zu dem allgemeinen Er- 
gebnis, daß die Cytochromoxydase während der Vernalisation durch die 
Ascorbinsäureoxydase ersetzt wird und daß auch innerhalb der Dehy- 
drasensysteme wesentliche Aktivitätsverschiebungen eintreten, wohin- 
gegen die Peroxydase mit dem Vernalisationsprozeß in keinem Zusam- 
menhang stehen soll. 

Mit diesen Befunden sind unsere Ergebnisse nur schwer vergleichbar. 
Einmal liegt den zitierten Arbeiten eine andere Versuchsmethodik zu- 
grunde, z.B. Aktivitätsbestimmungen in Extrakten, ferner fehlt meist 
der Bezug auf einen Kontrollversuch; denn ein solcher ist in exakter 
Form bei der Untersuchung kaltgelagerter, gequollener Karyopsen aus 
methodischen Gründen nicht durchführbar (AUGSTEN 1956); leider wird 
dadurch die Erfassung der kältebedingten Erscheinungen erschwert. 
Immerhin können wir feststellen, daß unsere Befunde die zitierten 
Autoren insofern bestätigen, als wir im Bereich der Dehydrogenasen und 
Endoxydasen Anzeichen kälteinduzierter Veränderungen beobachten 
konnten. Wir glauben allerdings, daß sie in der Größenordnung nicht an 
die von den russischen Forschern angegebenen Enzymverschiebungen 
heranreichen. Genauere Aussagen darüber werden sich erst nach wei- 
teren, eingehenden Studien machen lassen. Auch bei Untersuchungen 
von Uzami (1956) mit Winterweizen unter Verwendung von Atmungs- 
effektoren wurden Veränderungen der Terminaloxydation durch Vernali- 
sation gefunden; es wird angenommen, daß das Cytochromsystem viel- 
leicht durch Polyphenoloxydasen ersetzt wird; Ascorbinsäureoxydase 
konnte nicht nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu gelangt GÜN- 
THER (1959) zu der Auffassung, daß die von SısaKJan u. FıLippovid 
(sowie Uzami) festgestellten Aktivitätsänderungen der Endoxydasen 
durch die schon während der Kältebehandlung einsetzenden Keimungs- 
vorgänge bedingt sind ; eine Umschaltung der Oxydationssysteme infolge 
spezifischer Kältewirkung soll nicht stattfinden. Allerdings werden 
Veränderungen in: Bereich der Endoxydation nicht nur für gekühlte 
Karyopsen und junge Keimlinge, sondern auch für ältere vernalisierte 
Getreidepflanzen angegeben (SOKOLOVA u. SAVELIEVA 1956, TELT- 
SCHEROVÄ 1960). 

Zusammenfassung 

1. Die Sauerstoffaufnahme der Koleoptileylinder von Hordeum vulgare 
(Sommergerste Haisa) ist nach 30tägiger Kältebehandlung der Karyopsen 
bei +2 bis 4°C gegenüber unbehandelten Kontrollkoleoptilen von 
gleichem Entwicklungszustand herabgesetzt. Koleoptilstücke gleicher 
Länge von 3 und noch mehr von 5 Tage alten Keimlingen sind nach Vor- 
kühlung etwas ärmer an Trockensubstanz und Zucker. 
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2. Durch Fiitterung der verarmten Koleoptileylinder mit 1% 
Glucose wird die Atmung der kältebehandelten Objekte prozentual 
stärker erhôht als diejenige der Kontrollen; das Atmungsniveau bleibt 
aber auch dann noch unter demjenigen der Kontrollen. 


3. Malonsäure, Athylurethan, Kaliumcyanid und 2,4-Dinitrophenol 
beeinflussen die Atmungsintensität der vorgekühlten und nicht gekühlten 
Koleoptilen weitgehend in gleichem Sinne. Unterschiede in der prozen- 
tualen Hemmung und Forderung zwischen den gekühlten Objekten und 
den Kontrollen weisen auf gewisse, durch die Kältebehandlung induzierte 
Veränderungen im Bereich der Dehydrogenasen und der Terminaloxy- 
dation der Atmung hin. 


Der technischen Assistentin, Frau HELGA Karsten danken wir für die zu- 
verlässige Hilfe bei der Durchführung der Versuche. 
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NEUE UNTERSUCHUNGEN ÜBER DIE STRUKTUR 
DER PARTIELLEN WANDVERDICKUNGEN 
VON FASERFÖRMIGEN KOLLENCHYMZELLEN * 


Von 
ALPHONS TH. CZAJA 
Mit 12 Textabbildungen 
(Eingegangen am 31. Oktober 1960) 


Einleitung 

In seiner Abhandlung ,, Die mechanischen Elemente und das mecha- 
nische System“ (Handbuch der Pflanzenanatomie, Bd. IV, Teil 6, S. 7, 
1957) schreibt ToBLER: „Die Kollenchymzellen weisen keine Tiipfel auf, 
soweit man nicht bei weitgehender Eckenverdickung und Einschränkung 
der dünnbleibenden Wandstellen nach der Nachbarzelle hin, diese Stellen 
etwa als geradlinige Längstüpfel ansehen will.‘‘ HABERLANDT hat dagegen 
inseiner ,, Physiologischen Pflanzenanatomie‘‘ erwähnt, daß die prosenchy- 
matischen Kollenchymzellen meist spaltenförmige, longitudinal gestellte 
Tüpfel besitzen (1924, 6. Aufl., S. 146). Bei der Nachprüfung dieser Frage 
an verschiedenen Pflanzen ergaben sich außer der Klarstellung der Frage 
nach den Tüpfeln neue Einzelheiten über den Feinbau dieses eigenartigen 
Festigungsgewebes, über welche nachfolgend berichtet werden soll. 

AMBRONN (1881) hatte das Fehlen von Verholzung der Kollenchym- 
zellen, besonders aber deren mechanische Festigkeit nachgewiesen. 
De Bary (1877) und Gitray (1882) untersuchten besonders das hohe 
Quellungsvermögen und die Schrumpfung bei Wasserentzug. Die 
geringe Doppelbrechung der Kollenchymverdickungen auf dem Quer- 
schnitt wurde von MÜLLER (1890) festgestellt sowie eine Klassifizierung 
verschiedener Typen dieses Gewebes gegeben. CoHn (1892) untersuchte 
das Wasseraufnahmevermögen dieser Zellen quantitativ. Die schon von 
Gittay beobachtete auffällige Schichtung der kollenchymatischen Ver- 
diekungen des Eckenkollenchyms wurde erst von ANDERSON (1927) 
näher untersucht. Am Eckenkollenchym von Solanum lycopersicum 
(Stengel) wurde festgestellt, daB die Eckenverdickungen auf dem Quer- 
schnitt deutliche blättrige Struktur besitzen und aus Lamellen bestehen, 
welche abwechselnd aus Pektinstoffen und Cellulose aufgebaut sind. Bei 
Behandlung isolierter einzelner Kollenchymfasern mit Jodjodkalium 
und Schwefelsäure gelingt es bei anfangs leichtem, später verstärktem 


* Herrn Prof. Dr. Dr.h.c. HERMANN VON GUTTENBERG zum 80. Geburtstage 
gewidmet. 
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Druck auf das Deckglas, die in den Kollenchymecken verlaufenden La- 
mellen (bis zu 20) ganz voneinander zu trennen und diese auf dem Objekt- 
trager flach auszubreiten. An diesen Lamellen waren keine weiteren 
spiraligen oder sonstigen Strukturen zu sehen, obwohl Anzeichen darauf 
hindeuteten, „daß möglicherweise eine steile submikroskopische Struk- 
tur vorhanden ist“. MAJUMDAR u. Preston (1941) bestätigen, daß im 
Kollenchym von Heracleum sphondylium die lokalen Wandverdickungen 
aus einer Anzahl von Lamellen bestehen (gewöhnlich 4—7), welche 
rundum in der Zellwand verlaufen, wobei cellulosereiche und pektinarme 
und cellulosearme und pektinreiche miteinander abwechseln. Die innerste 
Schicht ist frei von Pektin. Die Celluloseketten verlaufen nahezu in der 
Längsrichtung mit einer Winkelstreuung von +14°. Diese Zellwand- 
schicht ist stärker doppelbrechend als die vorber angelegten Schichten. 
Das rührt nach den Verff. daher, daß in diesen der Streuungswinkel der 
Celluloseketten erheblich kleiner ist als in der innersten Schicht. In den 
inneren Wandschichten besitzen die Celluloseketten eine bemerkenswerte 
konstante Orientierung parallel der Längsachse der Zelle (lange Achse!). 
Diese ist nach ihrer Meinung zurückzuführen auf einen orientierenden 
Mechanismus in der Plasmaoberfläche, welcher durch die Zellstreckung 
betätigt wird. Wahrscheinlich ist die unterschiedliche Orientierung in 
den früheren Lamellen darauf zurückzuführen, daß die Zellwand eine 
sehr erhebliche Streckung erfahren hat. Diese und mehrere spätere 
Untersuchungen (ANDERSON u. Moore 1937; MAJUMDAR 1941; Preston 
u. DuckwortH 1946, sowie BEER u. SETTERFIELD 1958) beziehen sich 
auf die Strukturierung der Kollenchymzellen und der Verdickungen, 
welche der Querschnitt erkennen läßt. 


Material und Methoden 

Zu den Untersuchungen wurde das schon anfangs benutzte Ausgangsmaterial, 
die Blattstiele von Beta vulgaris L. (Runkelrübe), als sehr geeignetes Objekt ver- 
wendet, sodann die Stengel von Solanum lycopersicum, die Stengel bzw. Blattstiele 
von Heracleum sphondylium (MAJUMDAR u. PRESTON 1941), Blattstiele von Rheum 
undulatum, sowie zahlreiche andere von den verschiedenen Kollenchymtypen 
(MüLLer 1890). Eine Übersicht der untersuchten Pflanzen befindet sich auf S. 119. 

Die Untersuchungen wurden ausgeführt an Handschnitten, sowie an macerier- 
tem Material, frischem und in Alkohol konserviertem. Für die Maceration hat sich 
neben solcher in Pikrinsäure u.a. etwa 1/,stündiges Kochen in Wasser bei weichen 
Objekten sehr bewährt. 


Eigene Untersuchungen 
Die Tüpfel der Kollenchymfasern 
Bei Prüfung von Dünnschnitten und von isolierten Kollenchymfasern 
im gewöhnlichen Licht sind keine Tüpfel zu erkennen. Darauf sind 
zweifellos die zitierten Angaben zurückzuführen, bzw. das Stillschweigen, 
mit dem fast durchweg diese Frage, z.B. in den Lehrbiichern, übergangen 
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wird. In den Abbildungen von Kollenchymfasern sind nirgendwo Tüpfel 
eingezeichnet. Aber wie frühere Untersuchungen (Czas 1958) schon gezeigt 
haben, brauchen auch im gewöhnlichen Licht optisch leer erscheinende 
Zellwände keineswegs frei von besonderen Strukturen zu sein (z.B. von 
Tüpfeln und Tüpfelfeldern). An sehr dünnen Längsschnitten durch die 
Kollenchymschicht, z. B. des Tomatenstengels, und besonders an den 
Enden schräg angeschnittener und auskeilender Zellen erkennt man im 
polarisierten Licht zwischen gekreuzten Polarisatoren, wenn sich die 
Längsachse der Faserzellen in Orthogonallage befindet (z. B. 90—270°), 
bzw. unter benachbarten Azimuten, in den unverdickten Wandteilen 
schräg orientierte dunkle parallele, schmalelliptische Zonen, welche sich 
von der matt erscheinenden übrigen Zellwand deutlich abheben. Diese 
Zonen sind dünnere und abweichend texturierte Wandstellen. Werden 
entsprechende Längsschnitte in Jodjodkalium-Lösung eingelegt und vor- 
sichtig vom Rand des Deckglases aus mit konz. Zinkchloridlösung be- 
schickt, so färbt sich die Zellwand hellblau, in dem unverdickten Teil 
noch heller. Darin bleiben dann die eben beschriebenen schrägen schlitz- 
förmigen Stellen ungefärbt. Zwischen gekreuzten Polarisatoren werden 
diese noch deutlicher. Damit ist das Vorhandensein von schräg gestellten 
schlitzförmigen Tüpfeln in der Wandung der Kollenchymzellen bewiesen. 

Da die Behandlung der empfindlichen Längsschnitte durch die häufig 
nur schmale Kollenchymschicht mit Chlorzinkjodlösung die Unter- 
suchung auf Tüpfel sehr erschwert, läßt sich der Nachweis auch an nur 
aufgehellten Längsschnitten führen. Die Untersuchung erfolgt zwischen 
gekreuzten Polarisatoren. Wenn die Längsachse der faserförmigen Zellen 
mit einer der Orthogonallagen zusammenfällt, dann erscheinen in den 
schon völlig ausgelöschten unverdickten Wandstreifen der Faserzellen in 
etwa regelmäßigen Abständen kleine (negative) Polarisationskreuze an 
den Stellen der Tüpfel, auch zwei bis drei schräg nebeneinander. Das 
Auftreten der Kreuze beruht darauf, daß die Mikrofibrillen tangential 
um die Tüpfel orientiert sind (cf. Czasa 1958, S. 335). In Abb. 1 ist 
auf diese Weise die Darstellung der Tüpfel in den Kollenchymzellen des 
Blattpolsters von Angiopteris evecta wiedergegeben. Wenn die Längs- 
achse der Zellen fast in Richtung der Orthogonallage eingestellt wird, 
löschen die Verdickungsleisten weitgehend aus, so daß die schwachen 
Polarisationskreuze über den Tüpfeln genügend hell erscheinen. In ent- 
sprechender Weise wurden die Tüpfel z.B. in den Kollenchymfasern von 
Stengeln bzw. Blattstielen von Beta vulgaris, Rheum undulatum, Solanum 
lycopersicum, Begonia rex, Heracleum sphondylium, Lappa major, Sam- 
bucus nigra, Helianthus annuus und vielen anderen nachgewiesen, welche 
in den folgenden Untersuchungen aufgeführt werden. 

Diese schräge Anordnung der Tüpfel läßt auf schräge (spiralige) 
Texturierung wenigstens der äußeren Schichten der Wandung schließen. 
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MAJUMDAR u. Preston (1941) haben schon bemerkt, daB die AuBen- 
schicht (,,outer layer‘‘) der Kollenchymfasern von Heracleum sphon- 
dylium spiralig verquillt. In Abb. 2 ist eine isolierte Kollenchymfaser 





Abb. 1. Angiopteris evecta, schräg auslaufender Längsschnitt durch das Kollenchym des 
Blattstielpolsters zwischen gekreuzten Polarisatoren. In den unverdickten Wandteilen 
Reihen von Tüpfeln, kenntlich durch die (negativen) Polarisationskreuze. (Vergr. 160:1*) 





Abb. 2. Petasites officinalis, isolierte Kollenchymfaser aus dem Blattstiel mit Jod-Schwefel- 
säure spiralig verquollen. (Vergr. 16:1) 


aus dem Blattstiel von Petasites officinalis mit Jod-Schwefelsäure 
spiralig verquollen. 

Dafür spricht auch der Dichroismus, welchen besonders die schräg 
angeschnittenen Enden dieser Zellen erkennen lassen. Bei Chlorzinkjod- 
reaktion zeigen diese die tiefste Violettfarbung, wenn die Richtung der 
spaltenförmigen Tüpfel mit der Schwingungsrichtung eines allein ver- 
wendeten Polarisationsfilters zusammenfällt, während bei Verlauf senk- 
recht dazu merkliche Aufhellung erfolgt. 





* Die Vergrößerungsmaßstäbe beziehen sich auf die Original-Aufnahmen. Alle 
Abbildungen wurden 3fach nachvergrößert. 


Ab 
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Untersuchung der Kollenchymfasern 
Die oben geschilderten Untersuchungen der faserförmigen Koll- 
enchymzellen in Diinnschnitten und als isolierte Fasern an lebendem und 


Abb. 3. Beta vulgaris. Radialer Längsschnitt durch das Kollenchym des Blattstiels mit 
zahlreichen Fasern gekreuzte Polarisatoren. (Vergr. 16 : 1) 


Abb. 4. Wie Abb. 3. (Vergr. 64:1) 
Planta, Bd. 56 
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Alkoholmaterial zwischen gekreuzten Polarisatoren in und um die Ortho- 
gonallage haben weiterhin die überraschende Feststellung gebracht, daB 





Abb. 5. Wie Abb. 2, Einzelheiten des Wandbaues, Faserenden. (Vergr. 160:1) 





Abb. 6 





Abb.7 


Abb. 6. Beta vulgaris, Teil einer Kollenchymfaser durch Kochen isoliert. (Vergr. 160:1) 
Abb.7. Rheum undulatum, Teil einer Kollenchymfaser durch Kochen isoliert. (Verg. 320:1) 


die Langsleisten in den Zellen, welche in den Diagonallagen stark auf- 
hellen, in den Orthogonallagen zwar auslôschen, wenn die Schnitte bei 
schwacher Vergrößerung betrachtet werden. Wird die Untersuchung 
dagegen bei 160—320facher Vergrößerung vorgenommen, so erkennt 
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man, daß während des Auslöschens in der Nähe der Orthogonallagen, die 
Kontinuität der Membranleisten aufhört und einer feinen Querstreifung 
Platz macht. Sehr feine noch helle und schon völlig dunkle Querzonen 
wechseln miteinander regelmäßig ab. In den Orthogonallagen erscheinen 
dann die Leisten völlig dunkel, um bei weiterer Drehung wieder quer- 
gestreift aufzuhellen. Die Querstreifung verschwindet bei abermalig 
fortgesetzter Drehung sehr rasch infolge der starken Aufhellung der 
hellen Querstreifen. Die Erscheinung wird besonders deutlich, je 
geringer die Dicke der Schnitte ist, besonders an deren Enden und wenn 
es sich um isolierte Fasern handelt. Dreht man die Faserzellen aus der 
Orthogonallage bzw. diesen eng benachbarten, wieder in die Diagonal- 
lage, so verschwindet die Querstreifung sehr rasch infolge der Über- 
strahlung durch die aufhellenden Querschichten. Diese ist an gewöhn- 
lichen Schnitten überhaupt nicht zu erkennen, auch nicht zwischen 
gekreuzten Polarisatoren oder nur gelegentlich und andeutungsweise, 
besonders, wenn man diese schon vorher gesehen hat. Im gewöhnlichen 
Licht entzieht sie sich der Beobachtung vollständig. Das mag auch der 
Grund sein, weshalb diese Querstreifung bisher völlig übersehen worden 
ist. In Abb. 3 u. 4 ist bei Vergrößerungen 16:1 und 64:1 je ein Längsschnitt 
durch das Kollenchym des Blattstieles der Runkelrübe dargestellt nach 
den oben gegebenen Bedingungen. Weitere Einzelheiten des Zellwand- 
baues sowie Faserenden sind in Abb. 5 dargestellt. Die Abb. 6 zeigt ein 
Stück einer isolierten Faser aus dem Blattstiel der Runkelrübe, Abb. 7 
ein solches aus dem Blattstiel des Gemüse-Rhabarbers. 

Es wurde nun zunächst geprüft, ob die Erscheinung der Quer- 
streifung der Verdickungsleisten des Kollenchyms allgemein verbreitet 
ist, oder ob es sich hier nur um ein Einzelvorkommen oder gar um eine 
Täuschung gehandelt hat. Die in der Aufstellung auf S. 119 genannten 
Pflanzen wurden auf die Struktur der Kollenchymzellen untersucht. 
Es hat sich dabei gezeigt, daß die oben beschriebene Erscheinung der 
Querstreifung der Leisten in den Kollenchymfasern, ganz gleich, ob es 
sich dabei um Ecken-, Platten-, Lücken- oder Bastkollenchym handelt, 
allgemein für Kollenchymzellen charakteristisch ist. 


Versuche zur optischen und mikrochemischen Differenzierung 
der Querlamellen 

Nach den vorliegenden Ergebnissen der Untersuchungen an den Ver- 
dickungen der faserförmigen Kollenchymzellen lag die Vermutung nahe, 
daß die abwechselnd hellen und dunklen Querstreifen ebenfalls aus 
Cellulose bzw. Pektin bestehen könnten. Daher wurde versucht, den 
Nachweis zu führen, daß auf Längsschnitten, welche besonders dünn und 
achsenparallel orientiert waren, die Querstreifen der Kollenchymleisten 
abwechselnd aus Cellulose und Pektin bestehen. Das gelingt mit der 

Planta, Bd. 56 8a 
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Chlorzinkjod-Reaktion, wenn sich die Leisten etwa in Diagonallage 
befinden, am besten, wenn diese mit einer der Schwingungsrichtungen 
einen Winkel von etwa 23° bilden. Bei Benutzung des Photomikroskops 
,,Pol‘‘ von Zeiss mit zentriertem Drehtisch und Polarisatoren läßt man 
den Analysator, welcher schiebbar ist, eingeschaltet. Stellt man den leicht 
drehbaren Polarisator mit jenem parallel, dann erscheinen die Koll- 
enchymleisten leicht violett gefärbt im hellen Gesichtsfeld. An sehr 
diinnen Stellen des Schnittes sieht man aber deutlich helle (ungefärbte) 
und dunkle (gefärbte) Querlamellen miteinander abwechseln. Wenn man 
nun in den Winkeln bzw. an den Faden des Fadenkreuzes besonders 
markante Stellen der Querschichtung fixiert, an denen dunkle (violette) 
und farblose Schichten sehr deutlich sind und dann langsam den Polari- 
sator dreht (bis sich die Schwingungsrichtungen kreuzen), dann ist 
deutlich festzustellen, daB die im hellen Gesichtsfeld violettgefarbten 
Schichten zwischen gekreuzten Polarisatoren gelb aufleuchten (Jod- 
farbe), während die im hellen Gesichtsfeld auch hellen Schichten zwischen 
gekreuzten Polarisatoren ausléschen, also dunkel werden. 

Dieser Farb- und Helligkeitswechsel der unmittelbar nebeneinander- 
liegenden Querschichten beruht darauf, daß die im hellen Gesichtsfeld mit 
Chlorzinkjod gefärbten (violetten) Schichten (Cellulose) zwischen gekreuz- 
ten Polarisatoren etwa in Diagonallage infolge der Doppelbrechung auf- 
leuchten, nun aber durch den Jodgehalt gelblich erscheinen. Die im hellen 
Gesichtsfeld aber ungefärbten (hellen) Querschichten (Pektin reagiert 
nicht auf Chlorzinkjod) löschen zwischen gekreuzten Polarisatoren völlig 
aus (werden schwarz), da Pektin nicht doppelbrechend ist. 

Mittels der Chlorzinkjod-Reaktion in Kombination mit der Unter- 
suchung im polarisierten Licht bei parallelen und gekreuzten Polarisa- 
toren und dem langsamen Übergang zwischen beiden Orientierungen 
gelingt es also, an sehr dünnen Längsschnitten bei guter Orientierung 
die Cellulose- und die Pektinschichten der Kollenchymleisten wechsel- 
weise jeweils hell und dunkel nebeneinander hervortreten zu lassen. 

Weiterhin wurde versucht, durch Anfärben die verschiedenen Schich- 
ten zu charakterisieren. Eine Differenzierung mußte schwierig erscheinen 
wegen der geringen Dicke und der engen Aufeinanderfolge, da auch 
hierbei die Möglichkeit der Überstrahlung besteht. Anfärben mit 0,5% 
Methylenblaulösung ergab hellblaue Gesamtfärbung der Verdickungs- 
leisten, mit 0,1% Rutheniumrotlösung hellrote einheitliche Färbung. 
Eine Differenzierung war nicht möglich, da bei Betrachtung der Leisten 
zwischen gekreuzten Polarisatoren kurz vor dem Auslöschen die Cellulose- 
schichten zwar noch schwach aufgehellt, die Pektinschichten dagegen 
schon völlig dunkel sind. 

Zugabe von verdünnter Salzsäure zu den Schnitten läßt die Quer- 
streifung deutlicher werden. An frischen Längsschnitten tritt die Streifung 


Abb. 8 


Abb. 9 
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nicht immer gleich deutlich hervor. Diese wird aber gut sichtbar, 
sobald die Säure den Schnitt durchdrungen hat. Mit Erhôhung der 








Abb. 8. Beta vulgaris, Blattstiel Längsschnitt. Kollenchymzellen mit verdünnter Salzsäure 
behandelt. Die Lamellierung der Verdickungsleisten tritt stärker hervor. (Vergr. 160:1) 


Abb. 9. Wie Abb. 8, aber mit verdiinnter Natronlauge behandelt. Die Pektin- Querlamellen 
sind geschrumpft, Lamellierung kaum sichtbar. (Vergr. 160:1) 


Saurekonzentration quellen die dunklen Querstreifen auf, d.h. das Pektin 
verquillt und die Celluloseschichten gehen etwas auseinander (Abb. 8). 
Auf Zugabe von verdiinnter Natronlauge ziehen sich die Kollenchym- 
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leisten etwas zusammen. Die vorher im Wasserpraparat deutlich erkenn- 
bare Querstreifung wird mehr und mehr unsichtbar. Infolge von Ent- 
quellung schrumpfen die Pektinschichten, die Celluloseschichten riicken 
näher zusammen, so daB die Querstreifung praktisch verschwindet 
(Abb. 9). Die Doppelbrechung der Verdickungsleisten insgesamt bleibt 
bei dieser Behandlungsweise un- 
verandert. 

Bei der Verquellung der Pek- 
tinschichten mittels verdiinnter 
Salzsäure werden die Cellulose- 
schichten in den Verdickungs- 
leisten frei und können beim 
Hantieren mitden Schnitten mehr 
oder minder stark in Unordnung 
geraten, d.h. unregelmäßige Lage 
einnehmen. Man erkennt deutlich, 
daß es sich um feine Querlamellen 
aus Cellulose handelt, welche zu 
beiden Seiten der Mittellamelle 
angeordnet sind. 

Werden die Kollenchymzellen 
oder einzelne Verdickungsleisten 
dann in Diagonallage gebracht 
+45° und zwischen gekreuzten 
Polarisatoren mit dem Gips- 
kompensator Rot 1.0. betrachtet, 
Abb. 10. Schematische Zeichnung. Stiickeiner go erscheinendie Celluloselamellen 


Kollenchymzellwand mit Mittellamelle und L 5 
sekundärer Wandschicht und Querlamellie- im Blau II.0., sie lassen also 


ing nn ne ont mg nee Addition erkennen. Daraus geht 
Vergr. 160:1; oben im Bild die Teilstriche des hervor, daB die Cellulosefibrillen 
Objektmikrometer (0,5 Rinbeite). Die Tell” yer in den feinen Lamellen 

verlaufen, also in Richtung der 
Längsachse der Leiste bzw. der Kollenchymfaser. A. Frey (1926) und 
MAJUMDAR u. Preston (1941) hatten schon festgestellt, daß die Leisten in 
den Kollenchymfasern Paralleltextur besitzen. In der Diagonallage — 45° 
zeigen die Querlamellen aus Cellulose entsprechend der Subtraktionslage 
nun das Gelb I.0. Die Zwischenräume zwischen den Celluloselamellen 
zeigen in beiden Fällen das Rot I.0. wie der Untergrund. 

















Die Dicke der Querlamellen 
Die Querstreifung der Wandverdickungen ist bei gekreuzten Polari- 
satoren und schwacher Abweichung der Kollenchymzellen von einer der 
beiden Orthogonallagen bei Vergrößerung 16:1 noch nicht deutlich 
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erkennbar, wohl aber bei Vergrößerung 64:1. Da die Querstreifen eine 
deutliche Dicke besitzen, war es von Interesse, diese zu messen. Die 
Messung kann nur unter den eben geschilderten optischen Bedingungen 
erfolgen. Die Messung der Einzellamelle ist nicht môglich, da diese die 
Strichdicke des Okularmikrometers besitzen. Es gelingt jedoch, an 
besonders klaren Stellen der Schnitte, z. B. bei Präparaten aus dem Blatt- 
stiel von Beta vulgaris, etwa 20 Lamellen abzuzählen und diese als Ganzes 
zu messen. In Abb. 10 ist eine solche Messung schematisch dargestellt 
unter gleichzeitiger Angabe der relativen Längen und Breiten der La- 
mellen. Bei Vergrößerung 160:1 wurden 20 Lamellen auf 0,5 Okular- 
Mikrometer-Einheiten gezählt. Diese 0,5 Einheiten entsprachen 12 u, 
d.h. eine Lamelle besitzt demnach eine Breite (Dicke) von 0,6 u. Diese 
Abmessung wurde auch bei anderen Objekten gefunden. Im Stengel 
von Solanum lycopersicum waren die Lamellen etwas dicker. Bei der 
gleichen Vergrößerung wurden nur 11 Lamellen auf der Strecke von 12 u 
gezählt, so daß die Einzellamelle eine Dicke von 1,09 u besitzt. 


Die untersuchten Pflanzen 


Von den folgenden Pflanzen wurden teils Blattstiele, teils Stengel 
auf die Struktur der Kollenchymfasern untersucht. 


Althaea officinalis L. 

Althaea rosea (L.) Cav. 
Angiopteris evecta HOFFM. 
Apium graveolus L. 

Begonia heracleifolia CHAM. et 


Clematis vitalba L. 

Oenanthe aquatica LMK. 
Oenothera biennis L. 
Petasites officinalis MOENCH. 
Rheum undulatum L. 


SCHLECHT. 
Begonia rex Putz. 
Beta vulgaris L. 
Calendula officinalis L. 
Centranthus ruber DC. 
Cerinthe minor L. 
Chenopodium album L. 
Tropaeolum majus L. 
Cochlearia armoracia L. 
Cucumis sativus L. 
Ecballium elaterium A. Ricu. 
Echinops horridus DESF. 
Escholtzia californica CHAM. 


Fagopyrum esculentum MOoENCH. 


Glycine hispida Max. 
Helianthus annuus L. 
Helleborus niger L. 


Ricinus communis L. 
Sambucus nigra L. 

Sicyos angulatus L. 

Solanum lycopersicum L. 
Solanum nigrum L. 

Solanum tuberosum L. 
Sonchus oleraceus L. 
Heracleum sphondylium L. 
Humulus lupulus L. 
Impatiens roelei WALP. 
Lappa major GAERTN. 
Mercurialis annua L. 
Tussilago farfara L. 
Tradescantia virginica L. 
Typhonium giganteum ENGL. 
Zanthedeschia aethiopica SPRENG. 
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Diskussion 

Bei der Untersuchung von Langsschnitten durch die Kollenchym- 
schicht verschiedener Stengelorgane und Blattstiele auf das Vorhanden- 
sein von Tüpfeln in den nichtverdickten Wandteilen zwischen gekreuzten 
Polarisatoren wurde die überraschende Feststellung getroffen, daB die 
Verdickungsleisten sehr feine Querstreifung bzw. Querlamellierung 
besitzen. Diese bislang unbekannte Struktur der Kollenchymzellen 
konnte sich deshalb bis jetzt der Beobachtung entziehen, weil diese im 
gewohnlichen Licht nicht sichtbar ist, im polarisierten Licht zwischen 
gekreuzten Polarisatoren nur dann, wenn die Kollenchymfasern — seit 
langem als paralleltexturiert bekannt — kurz vor dem völligen Aus- 
löschen in den Orthogonallagen untersucht werden. Wie andere Fasern 
mit Paralleltextur hellen diese beim Drehen des Objekttisches um 360° 
viermal auf (Diagonallagen) und löschen viermal aus (Orthogonallagen), 
wenn diese zwischen gekreuzten Polarisatoren untersucht werden. 
A. Frey (1926) und Preston (MAJUMDAR u. Preston 1941) haben das 
Vorliegen von achsenparalleler Orientierung der Cellulosefibrillen in den 
Leisten der Kollenchymfasern festgestellt. Bei Vergrößerungen unter 
100:1 ist bis etwa 50:1 an den Kollenchymzellwänden nichts Besonderes 
zu bemerken. Wenn jedoch kurz vor dem Erreichen der Orthogonallagen 
und dem Auslöschen die Verdickungsleisten über 60:1 vergrößert und 
beobachtet werden, dann tritt für kurze Zeit die Diskontinuität in 
Erscheinung. Da die Dicke der einzelnen Lamellen im allgemeinen unter 
1u liegt und diese abwechselnd aus Cellulose (stark doppelbrechend) 
und Pektin (isotrop) bestehen, werden die Pektinlamellen im allgemeinen 
bei der polarisationsmikroskopischen Untersuchung überstrahlt und tre- 
ten bei nicht allzu dünnen Schnitten überhaupt nicht in Erscheinung. 
Bei der Vielzahl der Strukturuntersuchungen an den Kollenchymfasern 
seit 1927 und bei der immer wiederholten Bestätigung, daß Längs- 
lamellierung der Verdickungsleisten existiert, war das Vorhandensein 
einer zusätzlichen Querlamellierung zunächst mit Skepsis aufzunehmen. 
Die durchgeführte vergleichende Untersuchung einer größeren Anzahl 
verschiedener Pflanzen unter den Dikotyledonen und Monokotyledonen 
(nach DE Bary 1877 und nach TscxrrcH 1889 kommt Kollenchym bei 
Monokotyledonen nicht vor) und sogar Pteridophyten ergab unter- 
schiedslos die gleichen Feststellungen. Die außerordentliche Regel- 
mäßigkeit in der Anordnung der Querlamellen auch auf Schnitten von 
größerer Breite und auch in unversehrten Zellen, welche durch Maceration 
isoliert worden waren, mußte schließlich auch die letzten Zweifel an der 
realen Existenz dieser Strukturen beseitigen. Die Sicherheit des Vor- 
handenseins der Querstreifung bzw. Querlamellierung erlaubt endlich, 
eine einzelne aufgefundene faserförmige Zelle mit partieller Wand- 
verdickung, welche derartige Querstreifung erkennen läßt, als Koll- 
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enchymzelle zu erklären. Diese Eigentümlichkeit besitzt diagnostischen 
Wert und ist z.B. für Pharmakognosie, Lebensmittel-Mikroskopie und 
für forensische Zwecke von Bedeutung. Fernerhin ist diese zur Definition 
von faserförmigen Kollenchymzellen unerläßlich. 

Die Querlamellierung überrascht um so mehr, als die Verdickungs- 
leisten aus Längslamellen zusammengesetzt sind, und kompliziert das 
Bild der Kollenchymfasern und das Verständnis ihrer funktionellen 
Bedeutung. Aber vielleicht wird gerade das Verständnis dadurch 
erleichtert angesichts der Tatsache, daß in den Gelenkpolstern von 
Leguminosenblättern und in den Grasknoten Kollenchymgewebe vor- 
handen ist (HABERLANDT, 6. Aufl., 1924) und in den Blattstielpolstern 
(;,Gelenkpolster‘‘) von Angiopteris evecta und anderen Marattiaceen. Bei 
Angiopteris evecta enthält nur das Blattstielpolster Kollenchymfasern, 
während unmittelbar darüber dieses im Blattstiel durch Sklerenchym 
ersetzt ist. HABERLANDT betont neben der Wachstumsfähigkeit die 
Geschmeidigkeit des Kollenchyms als wichtige Eigenschaft dieses Ge- 
webes gerade in den Gelenkpolstern und Grasknoten. Ist an der Existenz 
der Querlamellen der Kollenchymleisten nicht mehr zu zweifeln, so 
macht doch das Verständnis der Vereinigung beider Lamellensysteme in 
diesen Leisten noch einige Schwierigkeiten. Bei der Durchsicht der 
Literatur ist an 2 Stellen schon eine Andeutung der Querstreifung zu 
erkennen, wenn auch ungewollt. Es handelt sich bei ANDERSON (1927) 
um die Abb. 7, Tafel II, Erläuterung: ‚Verschiedene Stadien der Tren- 
nung der Celluloselamellen in isolierten Kollenchymzellen nach Be- 
handlung mit Jodjodkalium und Schwefelsäure. Vergr. 55.“ Die Ab- 
bildung stellt spiralig bis scheibenförmige dunkle Gebilde dar, welche 
keine Beziehungen zu den sonst abgebildeten Lamellen erkennen lassen. 
Bei MAJUMDAR u. PRESTON (1941) handelt es sich um die Abb. 10, Tafel 8, 
mit der Erläuterung: ,,Macerated collenchyma treated with iodine 
followed by ZnCl, (140X).“ Die Abbildung zeigt wohl eine isolierte 
Kollenchymzelle (oder Kollenchymleiste ?), in der Mitte durchzogen von 
einem hellen Streifen (Lumen oder Mittellamelle ?), während die Zonen zu 
beiden Seiten fein hell und dunkel genau quer gestreift sind. Das gleiche 
Bild erhält man, wenn eine Kollenchymleiste mit Chlorzinkjod gefarbt 
ist und über dem Analysator betrachtet wird. Eine Erklärung dafür 
wird nicht gegeben. 

Es gelang gelegentlich die Beobachtung von beiden Lamellensystemen 
an der gleichen Kollenchymleiste, wie Abb. 11 von Rhewm undulatum 
und Heracleum sphondylium und Abb. 12 von Heracleum sphondylium 
zeigen, im letzteren Fall das Ende einer Kollenchymleiste bei Ver- 
quellung mit Jod-Schwefelsäure. In diesen Fallen handelt es sich aber 
um Einzelbeobachtungen. Bei der sehr groBen Anzahl von untersuch- 
ten Präparaten von sehr verschiedenen Pflanzen war allgemein eine 
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Begriindung zunächst darin, daB sowohl die Längslamellen normaler- 
weise fest aneinanderhaften, und es bedarf schon starker Quellungs- 


age t 


PET L LUE 





Abb. 11. Kollenchymverdickungsleisten mit zwei überlagerten Lamellensystemen. Oben: 
von Heracleum sphondylium, Blattstiel mit Chlorzinkjod-Reaktion (Vergr. 64:1). 
Unten: von Rheum undulatum, gekocht. (Vergr. 160:1) 





Abb. 12. Heracleum sphondylium, Kollenchymfaser aus dem Blattstiel, Chlorzink-Reaktion ; 
Uberlagerung der beiden Lamellensysteme. (Vergr. 160:1) 


eingriffe (heiBe verdiinnte Salzsäure, Ammoniak und frisch angesetztes 
Kupferoxydammoniak), um diese voneinander zu lésen. Es gelang erst- 
mals in den Versuchen von ANDERSON (1927) bei den Langslamellen diese 
Trennung durchzufiihren. In gleicher Weise haften die Querlamellen 
fest aufeinander. Auch diese lôsen sich erst nach stärkeren Eingriffen 
(mäBig verdiinnte Salzsäure) und lassen sich andererseits auch noch 
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fester miteinander versintern (verdiinnte Natronlauge), so daB diese 
überhaupt nicht mehr in Erscheinung treten. 

Wenn sich Vermutungen über die Bedeutung dieser Querschichtung 
der Kollenchymleisten schon jetzt äußern lassen, so kann es sich dabei 
nur um eine Weiterfiihrung der Unterteilung der Verdickungsleisten 
eines Lamellensystems in einer weiteren Dimension handeln. Was die 
Cellulose-Pektinlamellen (ANDERSON 1927) in der Querrichtung dieses 
Organells bedeuten, das stellen die oben beschriebenen Cellulose-Pektin- 
lamellen in der Längsrichtung des Organells dar. Es wird durch deren 
Anwesenheit die Quellfähigkeit der Zellwände des Kollenchyms erhöht, 
auBerdem wohl dic von HaBERLANDT schon namhaft gemachte Ge- 
schmeidigkeit noch verstärkt. 

Die Verdickungsleisten der faserférmigen Kollenchymzellen diirfen 
wegen ihrer schon bekannten Lamellenstruktur und der neu aufgefun- 
denen Querlamellierung in der Langserstreckung (auf die Lange einer 
Faser von 600 x im Blattstiel von Beta vulgaris entfallen bei 0,6 x Dicke 
etwa 1000 Querlamellen) als sehr bemerkenswerte Strukturelemente 
bezeichnet werden. Es gibt weder fiir die Langslamellierung noch fiir 
die oben beschriebene zusätzliche Querlamellierung von pflanzlichen 
Zellwänden bzw. Verdickungsleisten abwechselnd aus cellulosereichen 
und pektinreichen Schichten ein Analogon. 


Zusammenfassung einiger Ergebnisse 

1. Die nichtverdickten Anteile der Zellwände faserförmiger Koll- 
enchymzellen enthalten entgegen anderen Angaben schräggestellte, 
schlitzförmige Tüpfel, welche aber bei der üblichen Präparation in 
durchfallendem gewöhnlichen Licht nicht zu erkennen sind. Im polari- 
sierten Licht mit und ohne Chlorzinkjod-Reaktion sind diese Tüpfel 
zwischen gekreuzten Polarisatoren leicht zu erkennen. 

2. Die Verdickungsleisten der Kollenchymfasern zeigen bei Unter- 
suchung von sehr dünnen Längsschnitten oder isolierter Zellen im polari- 
sierten Licht zwischen gekreuzten Polarisatoren in der Nähe der Ortho- 
gonallagen sehr feine Querstreifung bzw. Querlamellierung. Im gewöhn- 
lichen Licht ist diese Querstreifung nicht zu erkennen. 

3. Die Querlamellen erscheinen abwechselnd hell (anisotrop) und 
dunkel (isotrop). In den Diagonallagen hellen die Verdickungsleisten so 
stark auf, daß die isotropen Schichten völlig überstrahlt werden und die 
Leisten einheitlich strukturiert erscheinen. 

4. Die anisotropen Schichten bestehen vornehmlich aus Cellulose, die 
isotropen überwiegend aus Pektinstoffen. Durch Behandlung mit ver- 
dünnter Salzsäure lassen sich die Pektinlamellen verquellen (die Quer- 
lamellierung wird deutlicher), mit verdünnter Natronlauge schrumpfen 
die Pektinlamellen zusammen (die Schichtung wird undeutlich). 
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5. Die Dicke der Querlamellen liegt im allgemeinen unter 1 wu. 

6. Die Querlamellierung der Verdickungsleisten der Kollenchymfasern 
wurde bei zahlreichen, daraufhin untersuchten Pflanzen gefunden, so daß 
diese als allgemeine Eigenschaft der Kollenchymfasern bezeichnet werden 
kann und für die Definition Bedeutung besitzt. 
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